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Ein Beitrag zur Kenntnis der Rolle der Pflanzenglykoside. 


Von 


Richard Wasicky. 
(Aus dem Pharmakognostischen Universitätsinstitut in Wien.) 
(Eingegangen am 13. Oktober 1920.) 


Während man den glykosidischen Verbindungen im tierischen 
Organismus nur eine untergeordnete Bedeutung — die Nucleo- 
proteide werden den Glykosiden nicht zugezählt — .beizulegen 
pflegt, treten die Glykoside im Stoffwechsel der Pflanzen, wenig- - 
stens der autotrophen, unvergleichlich stärker in den Vorder- 
grund. Dieses gegensätzliche Verhalten findet seine zweifellos 
richtige Deutung in der überragenden Stellung, die der Zucker 
mit seinen Derivaten im Leben der grünen Pflanze einnimmt. 
Ihr Baumaterial und ihren Energiebedarf schöpft die Pflanze 
zum großen Teil aus dieser Quelle. Daher denn auch die Viel- 
gestaltigkeit der Form, welche der Zucker hier in seinen zahl- 
reichen Abkömmlingen annimmt. Aber nur ein Teil wird nach 
der üblichen Begriffsabgrenzung in die Bezeichnung Glykoside 
einbezogen, und zwar jene Verbindungen, welche eine oder zwei 
Monosen (Hexosen oder Pentosen) ätheyartig gebunden ent-. 
halten. Der zuckerfreie Teil kann, soweit wir überhaupt seine 
Struktur kennen, den verschiedensten Systemgruppen der orga- 
nischen Chemie angehören. Als gemeinsames Merkmal für sie 
ist eigentlich nur das eine anzuführen, daß die ätherartig am 
Gesamtmolekül haftenden Zuckergruppen sich durch Säure und 
Alkali, ferner sehr häufig (vielleicht immer?) auf enzymatischem 
Wege ablösen lassen. 

Trotz des häufigen Auftretens von Glykosiden in Pflanzen 
und trotzdem viele von ihnen chemisch leicht und in genügenden 
Mengen zu erfassen sind, lassen sich über ihre biologische Rolle 
nur mehr oder minder wahrscheinliche Annahmen machen, die 
nur durch einige wenige Experimente gestützt erscheinen. 
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Im allgemeinen neigt man der Pfefferschen Ansicht zu — es ist aber 
hervorzuheben, daß Pfeffer in erster Linie auf esterartige Verbindungen 
von Kohlenhydraten mit Phenolkörpern abzielt — daß die Glykosidbildung 
der Zuckerspeicherung diene, wobei der durch enzymatische Spaltung 
freigewordene Zucker wieder für andere Zwecke verfügbar würde. Als 
Beweis für die Reservestoffnatur der Glykoside gelten die Versuche von 
Th. Weevers!), der aus ihnen einen Verbrauch des Zuckers einiger Glykoside 
(Salicin, Aesculus-Glykoside, Gaultherin) in bestimmten Entwicklungs- 
stadien der Pflanze erschloß. Dieser Ansicht ist neuerdings A. Goris?) 
entgegengetreten. Nach ihm können die Glykoside als eine Form der 
Mobilisierung der Abfallprodukte der Zelltätigkeit betrachtet werden. 
Die schädlichen Phenolreste würden durch die Glucose löslich gemacht 
und durch Diosmose in die peripheren Teile der Rinde geführt. In zweiter 
Linie könnten die Glykoside gespalten werden, die Phenolreste lieferten 
durch Oxydation die Phlobaphene und die verschiedenen Farbstoffe der 
Blätter, wie sie hauptsächlich im Herbst zu beobachten seien. Der Verwer- 
tung des Zuckerteiles des Moleküles komme lediglich die Bedeutung einer 
sekundären Reaktion zu. Entgegen diesen Darlegungen hält J. Vintilesco®) 
an der Reservestoffnatur der Glykoside fest. Dabei bezieht er sich auf die 
Versuche Bourquelots, der dem Schicksale von Pflanzenglykosiden mit 
Hilfe seiner biochemisehen Methode, d. i. dem optischen Verbalten der 
durch Enzyme gespaltenen Glykoside, nachging. Weiter sind noch die 
Experimente von W. Russel*) anzuführen, nach denen die Glykoside nicht 
als Exkrete, sondern als wiederverwertbare Stoffwechselpredukte anzusehen 
seien. Die fertiggebildeten Glykoside wanderten im Herbste den unter- 
irdischen Teilen zu, sie fänden sich häufig in Samen vor. Daß schließlich 
den Pflanzenglykosiden verschiedentliche Schutzwirkungen zugeschrieben 
werden, ist nicht weiter verwunderlich. Denn dieses Schicksal teilen sie 
mit allen Produkten der Zelltätigkeit, deren biologische Rolle noch im Dun- 
keln liegt. Einigermaßen fundiert ist die Ansicht von der Schutzwirkung 
nur für die Gruppe glykosidischer Pflanzenfarbstoffe, besonders der Anthp- 
cyane. Diese Farbstoffe dienen nicht nur als Anlockungsmittel für Insekten, 
sondern leiten die Ausnutzung der Lichtstrahlen durch ihr Absorptions- 
und Fluorescenzvermögen in bestimmte Bahnen). 


1) Th. Weevers: Pharm. Weekbl. 39, 57. 1902. — Pringsheim: 
Jahrb. f. wissensch. Botanik 39, 229. 1904. 

2) A. Goris: Bull. de sc. pharmocolog. 22, 99 (durch Chem. Central- 
blatt (I), S. 850. 1916. 

3) J. Vintilesco, Buletinul de Chimie 1% (1915) 128, durch Chem. 
Centralbl. 1916 (I), S. 851. 

1) W. Russel, Compt. rend. 139, 1230 (durch Chem. Centralbl. 
1905 (I), S. 389. 

5) Vgl. hierzu F. Czapek, Biochemie der Pflanzen und die Lehrbücher 
für Pflanzenphysiologie, die bezüglichen Kapitel, ferner Nicolas, Chem. 
Centralbl. 1918 (II), S.1044; K. Shibata, J. Nagai, M. Kishida, Intern. 
agr. techn. Rundschau 2 (VIII) 121. 1917. 


Pflanzenglykoside. 3 


Wie ersichtlich, besteht alles eher denn eine einheitliche 
Auffassung über die Rolle der Glykoside im Pflanzenorganismus. 
Am meisten genügt noch den Ansprüchen der Wahrscheinlich- 
keit die Annahme, daß der Zucker einiger Glykoside im Stoff- 
wechsel wieder ausnutzbar wird und diesen Glykosiden der 
Charakter von Reservesubstanzen zukommt. Die gegenteilige 
Ansicht von A.Goris erledigt sich schon durch den Hinweis, 
daß sich seine Darstellung gar nicht auf Glykoside, wie sie ein- 
gangs begrifflich umgrenzt wurden, sondern auf Gerbstoffe und 
Depside im Sinne E. Fischers bezieht. Daß man überhaupt 
noch so wenig in die Physiologie und Biologie der Glykoside ein- 
gedrungen ist, erklärt sich nicht nur aus der geringen Anzahl 
der Erforschung dieses Problems gewidmeter Untersuchungen, 
sondern eher aus der unrichtigen Fragestellung, die schon eine 
allen Glykosiden gemeinsame Rolle voraussetzt, während sie 
eigentlich lauten muß: Welche Rolle spielt das Glykosid x bei 
der Pflanze y? Denn wie erwähnt, umfassen die Glykoside Ver- 
bindungen des heterogensten chemischen Charakters, in denen 
die Zucker mit verschiedener Festigkeit im Gesamtmolekül 
haften. Ferner erhält man bei der phytochemischen Analyse die 
Glykoside verschiedener Pflanzen in ganz ungleichen Mengen, 
bei der einen in kaum nachweisbaren Spuren, während bei einer 
anderen etwa ein erheblicher Teil der Trockensubstanz auf die 
Glykoside entfällt. Man wird daher auch für die biologischen 
Funktionen der Glykoside ein vielgestaltiges Bild erwarten. Die 
systematische Untersuchung wird zunächst entscheiden müssen, 
ob ein bestimmtes Glykosid ein Exkret oder ein im Stoffwechsel 
oder ökologisch noch’ zu verwertendes Produkt darstellt. Im 
zweiten Falle kann es auf die Ausnutzung des Zuckerteiles, des 
zuckerfreien Spaltlings oder des Gesamtmoleküles abgesehen sein. 

Es lassen sich demgemäß die oben angeführten Funktionen 
der Glykoside, und zwar 1. die als Reserve-, 2. als Schutzstoff- 
bildung, 3. die Glykosidbildung als Entgiftungsreaktion noch 
durch einige andere ergänzen. Bei den glykosidischen Farbstoffen 
wäre hinzuzufügen, daß die Absorption durchaus nicht im sicht- 
baren Teil des Spektrums zu liegen braucht. Jenen Glykosiden, 
die in der Zelle in abwechselnder Folge Spaltung und Neubildung 
erfahren, dürfte eine Rolle bei der Regelung des Turgordruckes 
 zufallen. Denn Glykosidbildung und -spaltung müssen sich in 
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der Höhe des osmotischen und Quellungsdruckes wiederspiegeln. 
In anderen Fällen wieder wird es auf eine Änderung bestimmter 
physikalischer Eigenschaften einer Verbindung abgesehen sein. 
So ist ja für viele Glykoside bekannt, daß sie sich leicht in Wasser 
lösen, während ihr Aglykon von Wasser nicht gelöst wird. In 
vielen Fällen wird es sich um nichts anderes als Nebenreaktionen 
handeln. Stoffwechselzwischenprodukte treten allenfalls mit den 
vorhandenen Zuckern in Reaktion. Als Beweis hierfür sind die 
schönen Versuche G.Ciamicians und Ravenas!) anzuführen. 
Es wurden Mais- und Bohnenkeimlinge auf mit 1l prom. Saligenin- 
lösung getränktem Filtrierpapier gezogen. In beiden ließ sich 
Salicin nachweisen. Ebenso lieferte Benzylalkohol bei beiden 
und Hydrochinon bei Bohnen positive Ergebnisse, indem deren 
glykosidische Verbindungen zur Ausbildung gelangten. Es ließen 
sich bei einigem Nachdenken sicher noch andere Deutungen für 
die Rolle von Glykosiden in den Pflanzen finden. Da aber der 
Wert derartiger Hypothesen vornehmlich in ihrer Eignung liegt, 
die Richtlinien für vorzunehmende Versuche angeben zu können, 
die einen Einblick in das Getriebe des Zellenräderwerkes ver- 
schaffen sollen, so mögen weitere Möglichkeiten unerörtert 
bleiben. | 

Im folgenden werden einige an Digitalis purpurea an- 
gestellte Versuche wiedergegeben. Sie erstreckten sich auf die 
Glykoside, welche die medizinische Anwendung der Blätter be- 
dingen. Es wurde an isolierten lebenden Blättern das Verhalten 
der Glykoside zur Assimilation verfolgt, indem die Blätter nach 
mehrstündiger Verdunklung und auf der Höhe der Assimilation 
einer Analyse unterworfen wurden. Die Chemische Struktur der 
Digitalisglykoside kennt man nicht. Man weiß nur, daß sie an 
bestimmte Zucker gebundene Oxylactone darstellen. Ihre quan- 
titative Bestimmung kann infolge ihrer Labilität nicht auf rein 
chemischem Wege durchgeführt werden, sondern es muß das 
sogenannte biologische Verfahren eintreten. Das Wesen der 
Methode?) liegt darin, daß bei der Injektion einer bestimmten 
Minimalmenge von Digitalisglykosiden in den Froschorganismus 
sich nach der Resorption verschiedene Giftwirkungen äußern, 

1) G. Ciamician und C. Ravena, Atti della R. Accad. dei Lincei 


Roma (5) 25 (I), 3—7, nach Chem. Centralblatt 1916 (II), S. 20. 
2) E. P. Pick und R.Wasicky, Wien. med. Wochenschr. 1917, S.290. 
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als wichtigste und leicht festzustellende der Dauerstillstand der 
kontrahierten Herzkammer. Die zuckerfreien Spaltlinge wirken 
qualitativ gleich, nur ist die Intensität der Wirkung eine be- 
deutend schwächere. 


‚A. Versuche mit den isolierten Blättern. ` 


Die bei den Versuchen eingehaltene Methodik war im all. 
gemeinen folgende: Es wurden Blätter des roten Fingerhutes, 
und zwar erstjährige der grundständigen Blattrosette und 
stengelständige vor und nach der Blütezeit abgeschnitten, so- 
fort mit dem basalen Teil in Bechergläser mit Knopscher Nähr- 
lösung oder Wasser der Wiener Hochquellenleitung getaucht 
und hier unter Wasser gekürzt, um etwa eingedrungene Luft 
zu entfernen. Auf diese Weise gelang es, das Welken vollständig 
zu vermeiden, indem bei den zahlreichen Versuchen auch nicht 
ein einziges Blatt durch Welken unbrauchbar wurde. Sodann 
wurden die Blätter dem Sonnenlichte ausgesetzt oder vollständig 
verdunkelt, dann allenfalls wieder ans Tageslicht gebracht, wieder 
verdunkelt, wie es der Versuch erforderte. Für die Analyse 
wurden Blätter in möglichst gleichem Entwicklungszustand und 
von derselben Größe genommen. Vom Teilen der Blätter in zwei 
Hälften und einer verschiedenartigen Behandlung dieser wurde 
mit Rücksicht auf eine mögliche größere Wundreizwirkung ab- 
gesehen. Die größeren Blattnerven und der Stiel müssen bei der 
Aufarbeitung eine sorgfältige Berücksichtigung erfahren, da sie 
weniger &lykoside enthalten als die Spreite!). Die Blätter wurden 
nach Entnahme aus dem Gefäße weitgehend mit der Schere zer- 
kleinert und nach dem Mischen eine Trockensubstanzbestimmung 
durch Trocknen bei 105° und im Exsiccator vorgenommen. 
Weiter wurden 2 g der zerkleinerten Blätter mit Sand zerrieben 
und mit 30 ccm 96proz. Alkohol durch 48 Stunden maceriert. 
24 cem wurden abzentrifugiert, auf dem Wasserbade bis fast zur 
Trockene eingedunstet und mit 5ccm 25proz. Alkohol aufge- 
nommen. Die trübe Lösung wurde als Stammflüssigkeit betrach- 
tet und soweit mit 25 proz. Alkohol verdünnt, daß immer 0,015ccm 
Flüssigkeit Wasserfröschen in den Brustlymphsack injiziert 
wurde. Es gelangte also das Gift in verschiedenen Verdünnungs- 
graden an mehrere Frösche zur Injektion. Nach 2 Stunden 


1) R. Wasicky, Wien. med. Wochenschr. 1916, Nr. 10. 
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wurde nach Öffnen der Brustwand der Herzzustand festgestellt 
und der eben bei einer bestimmten Dose erfolgte systolische 
Herzkammerstillstand als Endpunkt der Reaktion angemerkt. 
In der Nährflüssigkeit zeitweilig entnommenen Proben wurde mit 
Fehlingscher Lösung die reduzierende Wirkung geprüft, andere 
Proben wurden mit Chloroform ausgeschüttelt. Der nach dem 
Abdunsten des Chloroforms verbleibende Rückstand würde mit 
Ringerlösung verrieben und am isolierten Froschherzen nach dem 
Verfahren von W. Straub geprüft und zeigte, wenn er Digitalis- 
glykoside enthielt, die typische Herzwirkung. 
Auszug aus den Versuchsprotokollen. 

Tr = Trockensubstanz. 

D = Die in 0,015 ccm enthaltene Dosis in Gramm auf Trockensub- 
stanz des Blattes berechnet. 

Versuch 1: Einjährige Blätter in Knopsche Nährlösung eingestellt 


und dem vollen Sonnenlicht durch 7 Stunden ausgesetzt. 
a) Ein Teil sofort verarbeitet: 


D Herzkammer Tr 
0,0006 steht 20,1% 
0,0005 . Se 
0,0004 nn 
0,00035 P 
0,0003 schlägt 


In der Nährlösung war die Kupferoxydreduktion eben angedeutet; eine 
Wirkung des Chloroformrückstandes, der kaum bitter schmeckte, auf das 
isolierte Froschherz ließ sich nicht feststellen. 
b) Ein anderer Teil wurde nach der Belichtung durch 16 Stunden im 
Dunkeln gehalten: e 
D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 19,9% 
0,0007 „ 
0,00065 schlägt 
0,0006 » 
Die Nährlösung reduzierte deutlich, der bittere Chloroformrückstand zeigte 
schwache Herzwirkung. 
c) Ein Teil von b) wurde durch 8 Stunden der Sonne ausgesetzt: 


D Herzkammer Tr 
0,0006 steht 22,3% 
0,0005 ° 2 
0,0004 ge 
0,00035 Peristaltik 
0,0003 schlägt 


Die Reaktionen der Nährlösung waren stark positiv. 
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Versuch 2: Einjährige Blätter des gleichen Feldes und an demselben 
Tage wie bei Versuch 1 in Knopscher Lösung. 


a) Durch 25 Stunden im Dunkeln: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 17% 
0,0007 D 
0,00065 on 
0,0006 schlägt 


Die Reduktion und die Prüfung am Herzen mit der Nährflüssigkeit 
negativ. 
= b) Ein Teil nach dem Verdunkeln durch 9 Stunden belichtet: 


D Herzkammer Tr 
0,0007 steht 22,3% 
0,0005 za 
0,0004 R 
0,00035 = 
0,0003 fast still 
0,00025 schlägt. 


Reduktion und Herzwirkung der Nährlösung positiv. 


Versuch 3: Einjährige Blätter in Leitungswasser eingestellt. 
a) Durch 9 Stunden der Sonne ausgesetzt: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 18,7% 
0,0006 » 

0,0004 za 
0,00035 5 
0,0003 za 
0,00025 schlägt. 


Reduktion und Herzwirkung der Nährlösung deutlich. 
b) Ein Teil gleichzeitig mit a) durch 9 Stunden verdunkelt: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 19,2% 
0,0007 zg 
0,0006 m 
0,0005 Peristaltik 
0,00045 schlägt. 


Reduktion und Herzwirkung in der Nährlösung nicht vorhanden. 


c) Ein Teil der dem Licht ausgesetzt gewesenen Blätter (a) durch 
16 Stunden verdunkelt: 
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D Herzkammer Tr 


0,0008 steht 17,6% 
0,0007 sn 

0,0006 on 

0,00055 » 

0,0005 . schlägt 

0,00045 ve 


Reduktion und Herzwirkung der Nährlösung hat gegen a) zugenommen. 

Versuch 4: Stengelblätter vor der Blütezeit in Leitungswasser 
eingestellt: 

a) Durch 24 Stunden verdunkelt: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 15,4% 
0,0007 Ss 
0,00065 schlägt 
0,0006 „ 


Reduktion der Nährlösung schwach positiv, Herzwirkung des kaum 
bitteren Rückstandes negativ. 
b) Nach dem Verdunkeln durch 9 Stunden der Sonne ausgesetzt: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 17,89% 
0,0006 nm 
0,0004 sg 
0,00035 nu 
0,0003 schlägt. 


Reduktion und Herzwirkung der Nährlösung deutlich positiv. 
Versuch 5: Stengelblätter vor der Blütezeit in Leitungswasser 


eingestellt. 
a) Durch 8 Stunden belichtet: 
D Herzkammer Tr 

0,0008 steht 18,9% 
0,0006 en 
0,0004 op 
0,00035 nn 
0,0003 schlägt. 


Reduktion der Nährlösung deutlich, Herzwirkung schwach. 
b) Nach der Belichtung 48 Stunden im Dunkeln: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 16,1% 
0,0007 „ 

0,00065 Peristaltik 


Reduktion und Herzwirkung in der Nährlösung deutlich nachweisbar. 
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Versuch 6: Stengelblätter nach der Blütezeit in Leitungswasser 


eingestellt. 
a) Durch 6 Stunden der Sonne ausgesetzt: 
D Herzkammer Tr 
0,0006 steht 14,7% 
0,0004 za 
0,00035 » 
0,0003 schlägt. 


Reduktion der Nährlösung minimal, Herzwirkung fehlt. 
b) Nach der Belichtung durch 14 Stunden verdunkelt: 


D Herzkammer i Tr 
0,0006 steht 17% 
0,0004 „ 

0,00035 en 
0,0003 schlägt. 


Reduktion der Nährlösung deutlich, Herzwirkung negativ. 

Da die Blätter verbraucht waren, konnte der Versuch nicht weiter 
fortgesetzt werden. 

Versuch 7: Stengelblätter nach der Blütezeit in Leitungswasser 
eingestellt. 

a) Durch 6 Stunden der Sonne ausgesetzt: 


D Herzkammer Tr 
0,0006 steht 13,3% 
0,0004 D 
0,00035 T 
0,0003 D 
0,00025 schlägt. 


Wesder Reduktion noch Herzwirkung in der Nährlösung feststellbar. 
b) Nach der Belichtung durch 14 Stunden verdunkelt: 


D Herzkammer Tr 
0,0008 steht 16,1% 
0,0007 » 

0,0006 „ 


0,0005 schlägt. 


Reduktion angedeutet, Herzwirkung der Nährlösung negativ. 


B. Enzymversuche. 


Die weiter folgenden Protokolle beziehen sich auf Versuche, 
die der Feststellung eines Digitalisglykoside spaltenden Enzyms 
galten. Es wurde eine Lösung der isolierten wasserlöslichen 
Digitalisglykosidfraktion hergestellt und für jeden Versuch zwei 
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Eprouvetten mit je Beem Glykosidlösung versetzt. Hinzugefügt 
wurde je l ccm Enzymlösung, der einen Eprouvette in abgekoch- 
tem, der anderen in nicht abgekochtem Zustand. Für die Dar- 
stellung der Enzymlösung wurden frische Digitalisblätter energisch 
mit Sand verrieben und kalt mit Glycerinwasser extrahiert. Da 
die ersten Versuche negativ ausfielen, wurde später möglichst 
konzentriert gearbeitet. Für den ersten Versuch wurden die 
filtriertten Extrakte als Enzymlösung verwendet. Für einen 
zweiten Versuch wurde das Extrakt mit Alkohol gefällt und die 
Fällung in Wasser gelöst; dabei ging allerdings nur ein sehr ge- 
ringer Teil in Lösung. In einem dritten Versuche wurden gewogene 
Mengen frischer, stark zerkleinerter Blätter, schließlich an der 
Luft getrockneter Blätter der Glykosidlösung zugesetzt. Die 
Gilykosidlösung selbst, als Stammlösung bezeichnet, mußte für 
den Versuch weitgehend verdünnt werden. Nach 12 Stunden 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Prüfung am Frosch vor- 
genommen. Zur Injektion kam wieder 0,015 ccm für 1g Frosch. 


Versuchsprotokolle. 


D = wirksame Dosis in Kubikzentimeter auf die Stammlösung bezogen. 
Versuch l:a) Mit abgekochtem, filtriertem Blätterextrakt: 


D Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 ,, » 
0,003 „ „ 
0,0025 ‚, on 
0,002 ccm schlägt. 
b) Mit nicht abgekochtem Blätterextrakt: 
D Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,003 „ » 
0,0025 „” » 
0,002 com schlägt. 
Versuch 2: a) Mit konzentriertem abgekochten Blätterextrakt: 
D . Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 . „ 
0,003 ,, » 
0,0025 , „ 
0,002 „ » 


0,0015 ccm schlägt. 
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b) Mit konzentriertem nicht abgekochten Blätterextrakt. In der 
Eprouvette hat sich ein geringer Niederschlag abgesetzt: 


D ` Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 ,„ „ 
0,003 99 LA 
0,0025 ccm schlägt. 


Versuch 3: Mit der alkoholischen in Wasser gelösten Fällung. 
a) Abgekocht: i 


D Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 LE LE 
0,003 an sp 
0,0025 ccm Peristaltik: 
0,002 , schlägt. 

b) Nicht abgekocht: 

D Herzkammer - 
0,005 ccm steht 
0,004 „ » 
0,003 ccm schlägt 
0,0025 ‚, e 


Versuch 4: Mit Zusatz von 0,5 g frischer, zerkleinerter Blätter. 
a) Abgekocht: 
e ` 


D Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 ,„ 7 
0,003 LU 39 
0,0025 39 39 
0,002 ,, sé 
0,0015 ccm schlägt. 

b) Nicht abgekocht: 

D Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 , > 
0,003 ccm schlägt 
0,002£ „ Ke 


Versuch 5: Mit Zusatz von 0,l g an der Luft getrockneter, zer- 
kleinerter Blätter. 
a) Abgekocht: 


Herzkammer 
0,006 ccm steht 
0,004 LEI LE 
0,003 LE KE 
0,002 LA LE 


0,015 ccm schlägt. 
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b) Nicht abgekocht: 


D Herzkammer 
0,005 ccm steht 
0,004 „, nn 
0,0035 ccm ganz vereinzelte Kontraktionen 
0,003 nm schlägt. 


C. Ermittlung der Lokalisation der Glykoside im Blatte durch 
mikrochemische Reaktionen und mit Blatteilen durchgeführte 
Versuche. 


Es wurde schon früher angeführt, daß die größeren Leit- 
bündel des Blattes weniger Glykoside enthalten als die Spreite. 
Über die genauere Verteilung der Glykoside aber im Blatte selbst 
ist man nicht unterrichtet. 


Denn die einzige darüber vorhandene Arbeit von Baljet!) gibt zu 
berechtigten Zweifeln Anlaß. Der Autor verwendet für den Nachweis 
det Glykoside im Blatte eine Mischung aus gleichen Teilen einer 1 proz. 
alkoholischen (95°,) Pikrinsäurelösung und einer lOproz. wäßrigen Lösung 
von Natriumhydroxyd. Die remen Digitalisglykoside geben mit dem 
Reagens eine orangene Färbung. Baljet bezieht die Reaktion auf die 
vorhandene Lactongruppe. Nach dem Ausfall der Reaktion lokalisiert er 
die Glykoside hauptsächlich in der Epidermis mit den Haaren und im sub- 
epidermalen Nervenkollenchym. Tatsächlich erhält man mit dem Reagens 
in den angegebenen Blatteilen eine Gelbfärbung. Doch ließe sich eine solche 
im chlorophyllhaltigen Parenchynı, falls sie auch hie vorhanden wäre, nicht 
erkennen. Schon aus diesem Grunde wäre die Reaktion für die Lokalisation 
abzulehnen. Es kommt aber noch hinzu, daß andere Blätter, z. B. der 
Pfefferminze, die gleiche Reaktion aufweisen. Die Erklärung liegt darin, 
daß die Reaktion, wie neuestens Wicho?) wahrscheinlich gemacht hat, 
durch Zucker hervorgerufen wird. Die mikrochemische Untersuchung wird 
durch den Umstand sehr erschwert, daß wir kein geeignetes Farbenreagens 
dafür besitzen. Von den zur Untersuchung herangezogenen erwies sich 
keines als zufriedenstellend. Bekanntlich dienen zum Nachweis der Identität 
von Digitalisglykosiden in der Pharmazie hauptsächlich die Kellersche 
und die Kiliansche Reaktion?). In Anlehnung an diese wurde für die Farben- 
reaktion Eisenchlorid-Schwefelsäure herangezogen. Das Reagens besteht 
aus einer Mischung von 10 ccm konzentrierter Schwefelsäure und 0,5 ccm 
Eisenchloridlösung (1 : 1). Mit konzentrierter Schwefelsäure allein betupft, 
nehmen die Digitalisglykoside des Blattes eine schmutzig- graubraune Farbe 
an, die allmählich beim Stehen eine zarte Rosabeimischung erhält. Setzt 
man gleich viel Wasser zu, so schlägt die Farbe in Grün um. Mit Eisen- 

1) Baljet, Schweiz. Apoth.-Ztg. 1918, S. 71 u. 248. 

23) Wicho, Zeitschr. d. österr. Apoth.-Vereins 1920, S. 139. 

3) E. Schmidt, Pharmaz. Chem. 1911, TI. Ba., II. Abt., S. 1880. 
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chlorid-Schwefelsäure tritt zunächst eine braunrote Farbe auf, die rasch 
inrotviolett umschlägt. Bei Wasserzusatz ist auch hier die Farbänderung in 
Grün festzustellen. Behandelt man’das Blatt mit dem Reagens, so sieht 
man die Epidermiszellen und das Nervenparenchym sich deutlich braunrot 
färben, später mit einem Stich ins Violettrote; die Farbe schlägt mit Wasser 
in Grün um. Man gewinnt den Eindruck, daß auch das Mesophyli an der, 
Reaktion teilnimmt. Allein infolge des vorhandenen Chlorophylis ist die 
Möglichkeit einer Täuschung nicht von der Hand zu weisen. Man wird ` 
nicht fehlgehen, für den Ausfall der Reaktion den Zuckerspaltling verant- 
"wortlich zu machen. Wenn auch diese Reaktion deutlichere Bilder als die 
Baljetsche liefert, ist sie für den Nachweis der Lokalisation der Glykoside 
nicht verwendbar. ; | 

Bessere Resultate erzielt man dagegen mit Tannin!). Setzt man eine 
lproz. wäßrige Lösung einem Stückchen des lebenden Blattes zu, so dringt 
sie nur ganz allmählich in die Zellen ein, erst mit deren Absterben. In den 
Zellen selbst, und zwar in den Epidermis- und Mesophylizellen entstehen 
von der Peripherie her unter Kontraktion des Plasma feinkörnige Nieder- 
schläge. Wahrscheinlich rühren diese von den Eiweißsubstanzen des 
Plasma her, das derart gegen das weitere Eindringen des Reagens abge- 
dichtet wird. In die umgebende Flüssigkeit strömt kein Niederschlag aus. 
Trocknet man aber vorher das Blatt oder stellt die Reaktion mit der Droge 
an, dann bilden sich am Rande der Partikelchen von Niederschlagsmem- 
branen umgebene Halbkugeln, die rasch wachsen, um schließlich in kleine 
Körnchen zu zerstieben. Außerdem dringen zahlreiche Körnchen aus dem 
Blattstückchen in die umgebende Flüssigkeit ein. Nach den makrochemischen 
Befunden ist der Niederschlag zum Teil durch die wirksamen Glykoside 
bedingt. Zieht man kleine Stückchen der Epidermis ab, trocknet Meso- 
phyll und Epidermen gesondert und führt dann die Tanninreaktion durch, 
so bleibt sie bei den Epidermen fast aus, ist dagegen im Mesophyli überaus 
deutlich. d 


Um mit aller Sicherheit die Glykosidverteilung zu ent- 
scheiden, wurde eine andere Vorsuchsanordnung getroffen. Mit 
Geduld und bei einiger Übung gelingt es, mit einer kräftigen 
Pinzette, deren lang ausgezogene Spitzen schmal sind, die untere 
Epidermis in Stücken vom lebenden Digitalisblatt abzulösen. 
Die obere Epidermis dagegen haftet fester am Mesophyli, so daß 
auf die geschilderte Weise nur kleinste Partikelchen abgetrennt 
werden können. Man schabt daher besser mit einem scharfen 
Skalpell das Mesophyli nach vorhergegangener Entfernung der 
unteren Epidermis ab. Man erhält alf diese Weise zwei Fraktionen, 
erstens die beiden Epidermen, zweitens den Mesophylibrei mit 
den kleineren Nerven. Da schon während des Arbeitens eine 


1) Vgl. R. Wasicky, Anleitung für die pharmakognostischen Übungen, 
Deuticke S. 68. 
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starke Wasserverdunstung erfolgt, wurden beide Teile an der 
Luft getrocknet, dann mit 96proz. Alkohol wie in der Versuchs- 
reihe A behandelt und die Extrakte Fröschen injiziert. 


Versuchsprotokoll. 
D = Dosis in Gramm auf die Trockensubstanz berechnet. 
D Herzkammer 
0,0004 schlägt. 
0,0006 nn 
0,0008 „ 
Versuch 2 mit dem Mesophylibrei: 
D Herzkammer 
0,0004 steht 
0,0003 vn 
0,0002 nm 
0,00015 „ 
0,0001 schlägt. 
Versuch 3: Mit dem an der Luft getrockneten Gesamtblatt: 
D Herzkammer 
0,0006 steht 
0,0005 op 
0,0004 on 
0,0003 ` schlägt. 
Ergebnisse. 


Beim Vergleiche der Versuche in der Reihe A läßt sich mit 
Ausnahme des Versuches 6 feststellen, daß die Giftigkeit des 
isolierten lebenden Blattes des roten Fingerhutes in ihrer Inten- 
sität sehr davon abhängt, ob das Blatt vorher längere Zeit dem 
Sonnenlichte ausgesetzt war oder im Dunkeln belassen wurde. 
Ob dabei als Nährlösung die Knopsche Nährflüssigkeit oder 
Wasserleitungswasser zur Verwendung gelangt, ist für den Erfolg 
belanglos. Die giftige Dosis bei der angewandten Extraktions- 
methode beträgt für 1 g Wasserfrosch durchschnittlich 0,00025 
bis 0,0003 g trockener Blättersubstanz nach der Besonnung, 
0,0005—0,0007 g nach mehrstündigem Verdunkeln; demnach 
sinkt die Giftigkeit durch das Verdunkeln annähernd auf die 
Hälfte. Warum Versuch 6 aus der Reihe herausfällt, konnte 
nicht gefunden werden, da die Blätter schon nach dem ersten 
Verdunkeln verbraucht waren. Bei dem gleichsinnigen Ausfall 
aller übrigen Versuche und bei Berücksichtigung der später zu 
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erwähnenden Ergebnisse aus Feldkulturen braucht Versuch 6 
in die folgenden Erwägungen nicht weiter einbezogen zu werden. 
An dem Endresultat wurde auch bei Variation der Versuchs- 
bedingungen nichts geändert. Ob vor dem Verdunkeln oder nach- 
her die Blätter dem Sonnenlichte ausgesetzt wurden, auch bei 
nochmaliger Wiederholung an der gleichen Blattprobe, blieb das 
Ergebnis das gleiche. Schließlich bildete es keinen Unterschied, 
ob für den Versuch Grundblätter des ersten Jahres oder Stengel- 
blätter des zweiten Jahres vor oder nach der Blütezeit heran- 
gezogen wurden. In der Nährflüssigkeit ließen sich Kupferoxyd 
reduzierende Substanzen, vermutlich Zucker, immer nachweisen, 
wenn der Versuch einige Stunden gedauert hatte. Mit der Dauer 
des Versuches nahmen die Substanzen zu, reichlicher bei Beson- 
nung. Die Abgabe von Digitalisglykosiden dagegen an die Nähr- 
flüssigkeit erfolgte in bedeutend geringeren Mengen, und zwar 
fast nur bei lange anhaltender Besonnung. 

In der Versuchsreihe B ist beim Versuch 1 eine enzymatische 
Beeinflussung der Glykosidlösung nicht zu beobachten, wohl aber 
in Versuch 2, bei dem mit möglichst konzentriertem glycerin- 
wäßrigen Extrakte aus Blättern gearbeitet wurde. Beim ab- 
gekochten Extrakt bleibt die Giftigkeit der Lösung unverändert, 
während sie in der nicht abgekochten Probe um ein Drittel sinkt. 
Ein ähnlicher, freilich quantitativ geringerer Unterschied zeigt 
sich bei Anwendung der aus dem Blätterextrakte durch Alkohol . 
erhaltenen Fällung. Am deutlichsten wird der Unterschied bei ` 
Anstellung des Versuches mit dem zerkleinerten Blatt selbst, 
wobei das lebende und das an der Luft getrocknete Blatt sich 
vollkommen gleich verhalten. 

In der Reihe C erweisen die Versuche mit dem Baljetschen 
Reagens (l1proz. Pikrinsäure + 10 proz. NaOH) und mit FeCl, 
—H,SO, in der Epidermis und im Nervenparenchym die An- 
wesenheit von Substanzen, die in ihren Reaktionen bei Anwendung 
der genannten Reagenzien mit den Digitalisglykosiden überein- 
stimmen. Doch scheint die Reaktion nur durch den Zuckerteil 
der Glykoside hervorgerufen zu werden. Ob die Reaktion auch 
im Mesophyli eintritt, ist nicht zu entscheiden. Tanninlösung 
liefert mit den unversehrten Glykosiden amorphe Fällungen. 
Mikrochemisch ist beim luftgetrockneten Blatte die Fällung fast 
nur im Mesophyli festzustellen. Beim frischen Blatt wird sowohl 
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in den Epidermis- wie in den Mesophylizellen eine Fällung 
sichtbar. 

Die Epidermen lassen sich mit Pinzette und Skalpell vom 
Mesophyli des lebenden Blattes trennen. Trocknet man beide 
Fraktionen gesondert an der Luft und injiziert aus ihnen her- 
gestellte alkoholische Extrakte Fröschen, so beträgt die Wirk- 
samkeit des Mesophylis auf Trockensubstanz berechnet bei weitem 
mehr als des ganzen Blattes (0,00015g pro lg Wasserfrosch 
gegenüber 0,0004 g Gesamtblatt). Die Epidermen wirken min- 
destens 5 mal schwächer als das Mesophyll. Die wirksame End- 
dosis wurde nicht ermittelt. 


Schlußfolgerungen und Zusammenfassung. 


In den Blättern des roten Fingerhutes sind ca. 1%, Glykoside 
enthalten, welche die therapeutische Anwendung der Droge als 
Herzmittel bedingen. Für die Untersuchung ihrer Rolle in der 
Pflanze eignen sich wegen der leichten Veränderlichkeit der 
Glykoside die rein chemischen Bestimmungen nicht, dagegen 
eine biochemische Methode. Es werden Extrakte aus den Blät- 
tern Fröschen injiziert und aus dem Eintreten der leicht fest- 
stellbaren Giftwirkung bei einer bestimmten Dose auf die vor- 
handenen Mengen der unversehrten Glykoside geschlossen. Bei 
der Abspaltung des Zuckerteiles geht die Giftwirkung stark 
zurück. 

Die durchgeführten Versuche zeigen nun, daß die Mengen 
= der Digitalisglykoside sich in Abhängigkeit von der Assimilation 
befinden. Bei ein paar Stunden währender Assimilation steigt 
die Glykosidmenge zu einem Maximum an. Bei Unterbrechung 
der Assimilation durch Verdunklung sinkt die Glykosidmenge. 
Aus dem Umstande, daß die Glykoside verhältnismäßig leicht 
den Zucker abspalten, daß ferner ein glykosidspaltendes Enzym 
in den Blättern enthalten ist, — das Enzym ist von der Zelle 
nicht leicht ohne Schädigung seiner Wirksamkeit abtrennbar —, 
kann der Schluß gezogen werden, daß das Sinken des Glykosid- 
gehaltes nur durch enzymatische Ablösung des Zuckers hervor- 
gerufen wird. Das Ansteigen des Glykosidgehaltes bei nach- 
folgender Assimilation ist durch Zusammentritt des Aglykons 
mit dem Digitaliszucker bedingt. Auch bei dieser Synthese wird 
dem Enzym die Rolle als Katalysator zufallen. Konnte ja 
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Bourquelot und seine Schule solche enzymatische Synthesen 
mit Pflanzenmaterial bewerkstelligen. Daß auch bei der im 
Freien gedeihenden Pflanze parallel mit der Assimilation ein An- 
stieg und Abfall des Glykosidspiegels erfolgt, beweisen von 
Dafert!) m meinem Institute angestellte und anderwärts zur 
Veröffentlichung gelangende Versuche. Danach steht die vor 
Sonnenaufgang gewonnene Blattdroge vor der am Nachmittag 
geernteten an Wirksamkeit zurück. Da der bei der Spaltung 
freiwerdende Zucker im Stoffwechsel der Pflanze verwertbar ist, 
so könnte man in diesem Sinne von einer Art Reservesubstanz 
sprechen. Wie weit die Parallelität mit dem Aufbau der Stärke 
geht, muß freilich noch Aufgabe der Forschung bleiben. 
Ist doch der Zucker nur zum Teil Glucose. Es könnte ferner die 
Glykosidbildung unabhängig vom Lichte verlaufen. Sowohl diese 
Frage wie jene des zeitlichen Zusammenhanges des Glykosid- 
mit dem Stärkestoffwechsel bleibt weiteren Untersuchungen vor- 
behalten. Aus dem Umstande, daß in der Nährflüssigkeit sich 
Digitalisglykoside bei anhaltender Assimilation nachweisen lassen, 
kann noch nicht der Schluß gezogen werden, daß dieser Trans- 
port auch im Leben in einigermaßen beachtenswerten Größen- 
verhältnissen in Betracht kommt. Ja, die Tatsache, daß z.B. 
Digitoxin im Samen nicht vorkommt, ist eher im gegenteiligen 
Sinne verwertbar. | 

Vor allem darf nicht vergessen werden, daß die Glykosid- 
bildung und -spaltung mit einem Steigen und Fallen des osmo- 
tischen Druckes einhergehen muß. Ja die Vermutung hat viel 
für sich, daß dieser Einrichtung für den Turgordruck eine größere 
Bedeutung zukommt. Die mikrochemischen Tanninversuche 
legen die Ansicht nahe, daß der Ort der Glykosidbildung der Zell- 
saft ist. Denn bei Zusatz der Tanninlösung zu den lebenden Zellen 
entsteht wohl eine Fällung in der Zelle von den peripheren Teilen 
her. Es entsteht eben eine Fällung des Plasma, und damit Dich- 
tung, wodurch dem Tannin der Weg ins Innere erschwert und 
versperrt wird. Beim -vorhergehenden Trocknen der Blätter aber 
erfolgt eine Denaturierung, wobei auch Einrisse und Sprünge 
sich ausbilden werden. Nunmehr kann Tannin auch in die inneren 
Teile der Zelle, auf dem Wege dahin wird es den schon durch 
die Einrisse ausgetretenen und eingetrockneten Zellsaft antreffen. 
| nu Zeitschr. f. angew. Bot. 
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So ist die sofortige Entstehung des kleinkörnigen Niederschlages 
bei Hinzufügen von Tannin zur Droge zu erklären. 

Mit dem Vorbehalt des Ergebnisses weiterer Ver- 
suche, die sich nach mannigfachen Richtungen hin 
erstrecken werden, kann der Ansicht Ausdruck ge- 
geben werden, daß bei der Digitalis purpurea die gif- 
tigen Glykoside des Blattes im Zellsaft ihren Aufbau 
und ihre Spaltung erfahren. Wenn auch der Zucker- 
spaltliing gegebenenfalls für die Pflanze nutzbar 
werden kann, so scheint doch dieser Prozeß in erster 
Linie eine Rolle im Regelungsmechanismus des Tur- 
gordruckes zu beanspruchen. Welche Faktoren freilich 
das Spiel der den Zelldruck beeinflussenden Kräfte beherrschen, 
das zu erkunden bleibt zukünftiger Arbeit vorbehalten. 


Die Entbehrlichkeit des Mangans für das Oxydasenmolekül ` 
bei der Züchtung von Hedera helix, und die Bertrandsche 
Mangantheorie der Oxydasen. 


Von 
A. W. van der Haar-Utrecht (Holland). 


(Eingegangen am 15. Oktober 1920.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 

Eine der Theorien, die die Wirkung der Oxydasen zu er- 
klären versuchen, ist bekanntlich die Bertrandsche!), welche die 
Oxydasen als Komplexe eines Mangankations und eines orga- 
nischen Anions (Eiweißkörper) auffaßt. Der Oxydationsprozeß 
würde sich dabei folgendermaßen abspielen: 


RMn + H,O ZRH, + MnO, 
MnO + O, = MnO, +0, 
RH, + MnO, = RMn + H,0 +0. 


Das Ferment wird zurückgebildet und der frei gewordene 
atomistische Sauerstoff wirkt oxydierend auf oxydable Körper. 
Bertrand (l. c.) fand im Verbrennungsrückstand seiner ,Lac- 
case“ ziemlich große Mengen Mangan auf, und in der Laccase 
selbst viel Eiweißsubstanzen. Das Vorkommen von reichlich 
Mangan und Eiweiß kann sehr gut einfach die Folge der besonders 
damals noch sehr fehlerhaften Darstellungsmethoden der Oxy- 
dasen sein; es braucht deswegen noch kein Kausalzusammenhang 
zu bestehen. Je reiner nun durch stets exaktere Reinigungs- 
methoden die Oxydasen erhalten worden sind, desto zweifelhafter 
wurde die Manganintervention im Sinne Bertrands, wenn auch 
die Tatsache, daß Mangan imstande ist, die Oxydasewirkung 


1) G. Bertrand, Sur l'intervention du manganèse dans les oxydations 
provoqués par la laccase. Compt. rend. 124, 1032. 
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zu beschleunigen und dadurch die Pflanze zu höherer Arbeits- 
leistung anzuregen, bestehen bleiben mag. > 

Mehrere Forscher!) haben sogar behauptet, ihre Oxydasen 
manganfrei erhalten zu haben. Es ist aber zu bedauern, daß diese 
keine Angaben über die Reaktion machen, welche sie für den 
Mangannachweis benutzt haben, ebenso nicht darüber, in wieviel 
Oxydase kein Mangan nachgewiesen werden konnte. Das ist 
doch bei Substanzen wie Oxydasen, welche noch nicht mit Gewiß- 
heit rein erhalten worden sind, eine erste Bedingung. Bei Be- 
nutzung weniger empfindlicher Reaktionen ist es leicht, Oxydasen 
manganfrei zu erklären. Ohne nähere Präzisierung ist es, meines 
Erachtens, nicht angebracht, dem schlechtweg ‚manganfrei“ 
den Wert beizulegen, wie es jetzt offenbar geschieht. 

In 2 Abhandlungen wurden von mir im Jahre 1910?) an der 
Hand einer neuen Methode für die Darstellung möglichst weit 
gereinigter Peroxydasen aus den Blättern von Hedera helix und 
den Knollen von Solanum tuberosum versucht, diese Peroxy- 
dasen manganfrei zu bekommen. Diese Methode führte dazu, 
daß die Hederaperoxydase, nach weitgehender Reinigung und 
Entfernung aller koagulierbarer Eiweißsubstanzen bei vorsich- 
tiger Erhitzung auf 90°, als ein Glucoproteid gekennzeichnet 
werden konnte, mit einem Mangangehalt von nur 0,00023%, 
nämlich 1/ioo mg Mn” in 432 mg der möglichst weit gereinigten 
Peroxydase (l.c. 8.1329). Obschon die Kartoffelperoxydase 
noch Spuren Phosphor enthielt und mit (NH,), SO, noch eine 
leichte Trübung gab, verhielt sie sich ebenfalls ganz wie ein 
Glucoproteid mit einem Mangangehalt von 0,0003%, nämlich 
1/330 mg Mn” in 1,2 g möglichst weit gereinigter Peroxydase. 
Die benutzte Reaktion war die Crumsche mit Mennige und Sal- 
petersäure, mit welcher !/,o., mg Mn” in 1 cem Flüssigkeit nach- 
gewiesen werden kann. 

Um Wiederholungen zu vermeiden, weise ich bezüglich der 
Methode selbst und der graphischen Darstellungen, welche die 


1) Sarthou, Slowtzoff, Bach S. 768 und Rosenfelder S 78] 
in Oppenheimer, Die Fermente (1913). 

ZA W. van der Haar. 1. Eine neue Methode der Peroxydasen- 
gewinnung. 2. Die Hederaperoxydase, ein Glucoproteid. Ber. 43, 1321 
bis 1329. 1910. Die Epheuperoxydase, ein Glucoproteid und G. Wokers 
Aldehydhypothese der Peroxydasen. Ber. 50, 303. 1917. 
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verschiedenen Reinigungsphasen erläutern, auf obengenannte 
Abhandlungen .hin, wo ebenso die stark von denen der unreinen 
Peroxydasen abweichenden Eigenschaften angegeben wurden. 
Obschon an der Hand der Methode und einer graphischen 
Darstellung mit Gewißheit dargetan werden konnte, daß kein 
direkter Zusammenhang zwischen Mangangehalt und oxydativer 
Kraft besteht (Le 1325), mußte ich doch angeben, daß die 
Hederaperoxydase und die Kartoffelperoxydase nicht ‚voll- 
kommen" manganfrei erhalten werden konnten, obschon ich doch 
wohl berechtigt gewesen wäre, nach meiner genauen Beschreibung 
von Manganreaktion, Menge und Reinigungsprozeß der Per- 
oxydase zu erklären, daß bei einer Menge von Lage mg Mn in 
432 mg möglichst weit gereinigter Hederaperoxydase, und 1/259 mg 
Mn in 1,2g Kartoffelperoxydase von einer chemischen Verbin- 
dung zwischen MnO und Eiweißmolekül im Sinne der Bertrand- 
schen Theorie wohl keine Rede sein kann. Meiner damaligen 
vorsichtigen Äußerung verdanke ich es wahrscheinlich, daß 
Oppenheimer in seinen Fermenten 1913, S. 797, schreibt: 
„Der Gehalt an Mn (in Peroxydasen) ist sehr verschieden befunden 
worden; van der Haar konnte seine Präparate nicht manganfrei 
bekommen, schreibt aber dem Gehalt keine Bedeutung zu. Daß 
Bachgänzlich manganfreiePräparateerhielt, ist mehrfacherwähnt.“ 


Zweck und Resultate einer erneuten Untersuchung. 


In der Überzeugung, daß es mir, ungeachtet der möglichst 
weitgehenden Reinigung der Peroxydase, nicht gelingen würde, 
die allerletzte Spur Mangan zu entfernen, habe ich das Problem 
von einer ganz anderen Seite zu lösen gesucht. Der Gedanke 
war dabei folgender: Wenn es gelingen würde, Efeusamen 
keimen zu lassen, ohne Mangan aufnehmen zu können, 
und diese Keimpflänzchen in Wasserkultur durch 
Ernährung mit manganfreien Salzen zu normalen, 
kräftig entwickelten Pflanzen anwachsen zu lassen, 
die noımal Oxydasen bilden, so würde der Beweis 
geliefert sein, daß Mangan entbehrlich ist, nicht nur 
für normalen Wuchs der Pflanze, sondern zu gleicher 
Zeit für die Bildung des Oxydasenmoleküls, und so- 
mit die Bertrandsche Theorie jedenfalls für Efeu- 
oxydase hinfällig ist. 


223  A.W,.van der Haar: Entbehrlicukeit des Mangaus fur das Oxydasen- 


Nach einer Eutwicklungsperiode von April 1919 bis August 
1920 wurden gut entwickelte Pflanzen erhalten, in welchen so- 
wohl histochemisch mit Guajaclösung und Wasserstoffperoxyd, 
sowie durch Bestimmung der oxydativen Kraft der abgetrennten 
Oxydase auf Prrogallol die normale Bildung von Oxydasen 
nachgewiesen werden konnte, indem colorimetrisch mit der Per- 
sulfatreaktion in der Asche einer Pflanze (Gewicht etwa 12g) 
mit 28 Blättchen und gut entwickelten Wurzelsystem nur 
1/20 mg Mn’ nachgewiesen werden konnte (Pflanze I in der Abb. 
LL Größe). Bei der Bestimmung des Mangans in 100 Samen 
stellte sich heraus, daß ein Samen "ioo mg Mn” präformiert ent- 
hielt. Es wurde also klar, daß bei wiederholtem Erneuern der 
Nährsalze während etwa 16 Monaten eine Pflanze nur 4/1000 mg 
Mn" zu sich genommen hatte. Wenn wir nun in Betracht ziehen, 
daß die 1⁄2% mg Mn” sich über Stamm, Blätter- und Wurzel- 
system verteilt haben, so können wir es als bewiesen betrachten, 
daß hier von einer Mangan-Eiweißverbindung der Oxydase im 
Sinne der Bertrandschen Theorie keine Rede sein kann, wie aus 
folgenden Zeilen ersichtlich werden wird. 


Experimenteller Teil. 
a) Efeusamen. 
Efeusamen eignen sich durch ihre geringe Größe, geringes 
Gewicht und sehr geringem Mangangehalt (Lean mg Mn”) gut für 
muanganfreie Züchtung. 


b) Keimung der Samen. 

Die Samen wurden zur Keimung gebracht zwischen einem 
Brei aus aschefreiem Filtrierpapier, welcher erhalten wurde durch 
Tränkung mit den noch zu nennenden Nährsalzen. 

Nach Entwicklung von Würzelchen und ersten Blättchen 


wurden die Keimpflänzchen in Wasserkultur gebracht (siehe die 
Abb.). | 


e) Nährflüssigkeit für die Entwicklung der Keimpflänzchen. 


Die folgende Lösung wurde benutzt: 1 g Kaliumnitrat, 
0,5 g Magnesiumsulfat, 0,5 g Caleiumsulfat, 0,25 g saures Calcium- 
phosphat, einige Tropfen einer 10 proz. Ferrichloridlösung, Wasser 
zu 1 Liter. 
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Untersuchung der Salze auf Mangan: 10 g des Kalium- 
nitrats wurden mit 10g Kaliumhydroxyd und etwas Kalium- 
chlorat geschmolzen. Die Schmelze zeigte nicht die geringste 
grüne Farbe. Nach Hinzufügung von 1 mg Manganosulfat. eine 
stark grüne Schmelze. 

Das Kaliumnitrat war also völlig manganfrei. 

25g des Magnesiumsulfats mit Chlorammonium in Wasser 
gelöst gaben mit Ammoniak und Schwefelammonium keine Spur 
Niederschlag. Wurden 10 g des Magnesiumsulfats wie bei Kalium- 
nitrat behandelt, so war die Schmelze nicht im geringsten grün 
gefärbt. Mit 1 mg Manganosulfat wieder eine stark grüne Re- 
aktion. l 

Das Magnesiumsulfat war also völlig manganfrei. 

10 g des sauren Calciumphosphats, wie bei Kaliumnitrat be- 
handelt, gaben eine sehr schwach grünliche Schmelze, deren Farbe 
bei fortgesetztem Schmelzen verschwand. Mit 1 mg Mangano- 
sulfat eine grüne Schmelze. 

Das saure Calciumphosphat enthält also in 10 g zweifelhaft 
Spuren Mangan. 

10g des Calciumsulfats, wie bei Kaliumnitrat behandelt, 
gaben keine Spur Grünfärbung. Mit l] mg Manganosulfat eine 
grünlich gefärbte Masse, aber nicht deutlich. Nun wurden 10 g 
Calciumsulfat während 36 Stunden mit verdünnter Essigsäure 
ausgezogen, filtriert, mit Wasser ausgewaschen, Filtrat ver- 
dampft und wie bei Kaliumnitrat behandelt. Es entstand eine 
sehr unsicher grün gefärbte Masse. Mit 1 mg Manganosulfat sehr 
deutliche Probe. 

Vermutlich sind also minimale Spuren Mangan in 10g Cal- 
ciumsulfat anwesend. 

Um'jedoch ein exakteres Bild zu erhalten, wurde mit der 
Marshallschen Persulfatreaktion (siehe unten) die Menge Salze, 
welche jede Pflanze in Wirklichkeit während der 16 Monaten 
erhalten hatte, sei es auch, daß diese Menge noch nicht einmal 
verbraucht wurde, auf Mangan geprüft. Jedesmal wurden jeder 
Pflanze 200 ccm Nährflüssigkeit gegeben, und diese Menge im 
ganzen zehnmal, also 2 Liter. An Salzen wurde also im ganzen 
gegeben: 2g Kaliumnitrat, 1 g Magnesiumsulfat, 1 g Calcium- 
sulfat, 0,5 g saures Calciumphosphat und 30 Tropfen einer 10 proz. 
Ferrichloridlösung. 
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Das Gemisch der Salze und die 30 Tropfen Ferrichloridlösung 
wurden einzeln mit der Marshallschen Reaktion geprüft, wobei 
bei der Untersuchung der Ferrichloridlösung so viel Silbernitrat 
hinzugefügt wurde, daß alles Chlorion niedergeschlagen wurde. 
Bei Vergleichung mit einer Manganosulfatlösung bekannten Ge- 
haltes stellte sich heraus, daß in dem Salzgemisch nur Lien mg 
Mn’ vorhanden war, in der benutzen Menge Ferrichlorid nur 
1o00 ME. 

Diese äußerst geringe Menge stimmte in der Tat mit der 
Menge Mangan, welche in der Asche einer Pflanze wiedergefunden 
wurde (siehe unten) überein. 


d) Wachstumsbedingungen. 


Diese wurden nicht sehr günstig gewählt. Die Gläser wurden 
in undurchsichtige Gefäße derart gestellt, daß die Wurzel ganz 
im Dunkeln wachsen konnte. Das Ganze wurde in einem Raum 
vor dem Fenster hingestellt. In diesen Raum, welcher am Tage 
während der Wintermonate mäßig geheizt wurde, schien keine Bonne. 
Die Blätter wurden öfter mit destilliertem Wasser abgespült. 


e) Wuchs der Pflanzen. 


Im April 1919 wurden drei Keimpflänzchen in die Gläser 
mit 200 cem Nährflüssigkeit zwischen Kork gestellt. Das ver- 
dampfende Wasser wurde stets nachgefüllt und die Flüssigkeit 
wurde jede 6 Wochen erneuert. Beim Beginn des Winters hatten 
sich 8, resp. 12 und 10 Blättchen entwickelt. Während des Win- 
ters wurden keine weiteren Blättchen gebildet, wohl aber ent- 
wickelte sich das Wurzelsystem weiter. 

Anfangs Februar 1920 entwickelten sich wieder neue Blätt- 
chen am Stengel, welcher sich in der Länge regelmäßig ausbildete. 
Am 9. August 1920 wurden die Versuche beendet. 

Die Pflanzen sahen gut und frisch aus. Die Hauptwurzel 
der Pflanze I war 24 cm lang, der Pflanze II 42cm und der 
Pflanze III 16 cm, indem sich ein weitverzweigtes Wurzelsystem 
entwickelt hatte. Die ersten vier Blättchen waren nach und nach 
ahgefallen. 

Pflanze I hatte an ihrem 42 cm langen Stengel, welcher unten 
35 mm Durchmesser hatte, 28 Blättchen entwickelt. 

Pflanze II hatte an ihrem 35 cm langen Stengel 30 Blättchen 
entwickelt. 


"TTT 
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Pflanze III hatte an ihrem 52 cm langen Stengel 32 Blättchen 
entwickelt. 

Die Scheibe der größten Blätter, welche ganz normalen 
Habitus zeigten, war 5.5 cm lang und 7 cm breit. 


f) Untersuchung der Pflanzen. 


l. Histochemische Oxydasereaktion. 


Von jeder Pflanze wurden die Stielchen (Hauptnerv) zweier 
Blättchen untersucht, und zwar die Querschnitte, weil diese die 
Übersicht der Gewebe am deutlichsten wiedergeben. 

Von den histochenischen Oxydasereaktionen hat sich im 
Laufe der Jahre wohl als die geeignetste herausgestellt die Blau- 
färbung, welche auftritt bei Behandlung mit Guajacharzlösung,. 
mit oder ohne Wasserstoffsuperoxydlösung. 

Diese Methode hatte mir früher!) beim Nachweis von Oxv- 
dasen im Efeublatt gute Dienste geleistet. Es stellte sich dabei 
heraus, daß die Oxydasen hauptsächlich im Phloem, im Cambium, 
in den Markstrahlen und in den Harzgängen vorkommen. Im 
Parenchym, in welchem die Gefäßbündel liegen, sehr wenig, 
im Xylem gar nicht. 

Jetzt wurden die nicht zu dünnen Querschnitte kurze Zeit 
in eine 1Oproz. alkoholische Guajacharzlösung gebracht, dann 
einige Augenblicke in eine neutrale !/,proz. Wasserstoffperoxyd- 


lösung. Einige Male trat ohne Peroxyd schwache Blaufärbung 


ein, meistens aber erst nach Benutzung von Peroxyd. Makro- 
skopisch waren die Gefäßbündel als dunkelblaue Stellen im Quer- 
schnitt leicht zu erkennen. Mikroskopisch untersucht, war das 
Phloem (Siebteil) stark blau gefärbt, das Xylem (Holzteil) nicht. 
Alle Querschnitte, welche normalen Bau zeigten, wurden blau, 
wie oben beschrieben, wie oft die Untersuchung wiederholt wurde. 
Wurden die Querschnitte vorher erhitzt, so trat keine Blau- 
färbung ein. 

Es waren also bei der Züchtung ganz normal Oxydasen 


gebildet. 
2. Manganreaktion im Verbrennungsrückstande der Pflanze I. 


Pflanze I mit einem Gewichte von 12,4g wurde bei 105° 
getrocknet; 29%, Trockenrückstand blieb zurück. Diese Masse 


1) A. W. van der Haar, Diss. Bern 1913, S. 151. 
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wurde im Porzellantiegel verbrannt und geglüht. Nach wechsel- 
weiser Hinzufügung von Wasser und Salpetersäure, Trocknen 
und Glühen wurden die letzten Kohleteilchen entfernt, und 
wurde ein farbloser Rückstand erhalten, welcher 230,5 mg wog, 
also 1,86% der Pflanze oder 6,41% des Trockenrückstandes betrug. 

Die Reaktion, Mangan quantitativ zu bestimmen, war die 
Marshallsche!) mit Kaliumpersulfat, Silbernitrat, Salpetersäure 
und Schwefelsäure. Marshall (l.c.) benutzte seine Reaktion für 
die quantitative Bestimmung nach colorimetrischer Methode, 
zuerst mit einer Lösung aus Kaliumpermanganat als Vergleichs- 
flüssigkeit, später mit einer mittels SO, reduzierter Permanganat- 
lösung, welche wie oben oxydiert wurde. Marshall (l.c.) konnte. 
noch 4/00 mg Mn” in Leem Flüssigkeit nachweisen. 1/1000 mg 
Mn” ist jedoch auch in IO cem Flüssigkeit noch gerade nach- 
weisbar. | 
Wester?) hat die Ausführung dieser Bestimmung näher 
präzisiert, Colorimetergläschen anfertigen lassen und folgende 
Oxydierungsflüssigkeit für das Mangan in der Pflanzenasche, 
wie für die Vergleichsflüssigkeit aus Manganosalz gegeben, näm- 
lich: 1 ccm 50 proz. Salpetersäure, 2 Tropfen starker Schwefel- 
säure, 5 Tropfen 10 proz. Silbernitrat und Wasser zu 10 ccm. 
Dann Oxydierung mit !/,g Kaliumpersulfat im siedenden Wasser- 
bade während !/, Stunde. Diese Arbeitsweise wurde von mir 
gewählt. Sach | | | | 
Es wurde Le mg Mn” aufgefunden in der Asche 
von Pflanze I. 

Die geringe Menge Eisen, welche in der Asche vorkommt, 
stört wenig, wehn die violette Lösung der oxydierten mangan- 
haltigen Lösung mit der Farbe der oxydierten Vergleichsflüssig- 
keit verglichen wird; in dünnerer Schicht gar nicht. 


3. Oxydative Kraft der abgeschiedenen Peroxydase auf Pyro- 
gallol. 

Wie bei Enzymen bekannt ist, ist eine direkte quantitative 
Bestimmung nicht recht möglich. Es kann viel Enzym mit 
schwacher oxydativer Kraft und wenig Enzym mit starker 

DH Marshall, The detection and estimation of minute quantities 
of manganese. Chem. News 83, 76. 1901. 


23) D. H. Wester, Sur differ. méthodes de determination du man- 
ganöse, etc. Recueil d. Trav. chim. des Pays - Bas. 39, 414. 1920. 
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oxydativer Kraft vorkommen. Das ist von allerlei Faktoren ab- 
hängig. Am besten wird die oxydative Kraft gemessen durch 
Wägung des Purpurogallins, das bei der Oxydierung von Pyro- 
gallol von der abgetrennten Peroxydase unter Mitwirkung von 
Wasserstoffperoxyd entsteht. 

Pflanze II (Gewicht 13,5 g) und Pflanze III (Gewicht 12,5 g) 
wurden zerkleinert und mit chloroformhaltigem Wasser wäh- 
rend mehrerer Stunden maceriert. Nach Auspressung wurde der 
Preßkuchen wieder mit Wasser während 16 Stunden ausgezogen. 
Die gesammelten Flüssigkeiten wurden mit gleichem Volumen 
95 proz. Alkohols gemischt, filtriert und dem Filtrate 5 Volumen 
‚95 proz. Alkohols und etwas Äther zugegeben. Nach 24 Stunden 
hatte sich die Peroxydase an der Wand des Gefäßes festgesetzt. 
Die Flüssigkeit wurde abgegossen und die Peroxydase in 25 ccm 
Wasser gelöst. Nach Hinzufügung von 10 ccm lproz. neutraler 
Wasserstoffperoxydlösung wurde 1l g Pyrogallol in der Flüssig- 
keit gelöst. Bald begann das Purpurogallin sich abzuscheiden. 
Nach 24 Stunden wurde es auf tariertem Filter gesammelt, mit 
Wasser abgewaschen und getrocknet. Das Gewicht betrug 68 mg. 

Es ist hier nicht die Frage, ob dieser Betrag groß oder klein 
ist, weil bei Oxydasenuntersuchung der Zahlenwert noch kein 
vollständiges, deutliches Bild des Enzyms gibt. Die einzige, hier 
geltende Frage: „Haben sich unter den oben gegebenen natür- 
lichen Bedingungen und Umständen Oxydasen normal gebildet?“ 
muß hier bejahend beantwortet werden. 


Schlußfolgerung. 


Durch die Züchtungsversuche wurde bewiesen, daß die 
Bertrandsche Mangantheorie, nach welcher Oxydasen als Mangan- 
Eiweißverbindungen aufzufassen sind, keine Gültigkeit für die 
Hederaoxydase hat. 

Die Hederaperoxydase ist, wie ich schon früher angab, als 
ein Glucoproteid aufzufassen, das als solches seine Wirkung ausübt. 

Utrecht, Oktober 1920. 


Kataphoreseversuche an Kleinlebewesen. 
Studien über Eiweißreaktionen. III. 


Von 
A. v. Szent-Györgyi. 


(Aus dem Institut für Schiffs- und Tropenkrankheiten zu Hamburg.) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1920.) 


Um dem Verständnis gewisser, a. a. O zu erörternder Fragen 
näherzutreten, wurden an den zur Verfügung stehenden Klein- 
lebewesen Kataphoreseversuche angestellt. Da unsere Resultate 
den spärlichen, zerstreuten älteren Angaben gegenüber auch 
manche neue Einzelheiten enthalten, mögen dieselben hier kurz 
mitgeteilt werden. 

Als Methode diente die a. a. O. beschriebene mikroskopische 
Überführungsmethode!), mit 110 Volt Klemmspannung, bei wel- 
chem hohen Potential die kataphoretische Überführung von 
etwaigen tropischen Erscheinungen gut zu unterscheiden war. 
Als Suspensionsflüssigkeit diente (mit sehr verdünnten py 7 
Phosphatregulatoren versetzte) isotonische Zuckerlösung, Ringer- 
sche Flüssigkeit (ohne Bicarbonat), und die 3 :1 Mischung beider 
Lösungen. In diesen Flüssigkeiten wurden die 24 Stunden alten 
Bakterien- und Trypanosomenkolonien oder die trypanosomen- 
haltigen Blute (im Verhältnis von ca. 1:50 bis 1:100) auf- 
geschwemmt. 

Bakterien. 

Bakterien wurden zuerst von H. Bechhold?), Cernovodeanu und 
Henri®) auf ihre kataphoretische Wanderung untersucht. Bakt. Typhi 
abd. wurde in beiden Untersuchungen anodisch gefunden. Ebenso fanden 


Cernovedeanu und Henri Bac. Anthracis, Coli, Tb. Koch, und Staphylo- 
coccus aur. anodisch. Bac. Dys. Flexner fanden sie kathodisch. 


. 1) Diese Zeitschr. 1920. „Eine mikroskopische Überführungsmethode.“ 
2) H. Beohhold, Zeitschr. f. physikal. Chemie 48, 385. 1904. 
3) Cernovodeanu und Henri, Compt. rend. de la soc. de biol. 61, 
200. 1906. 
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Die von uns untersuchten Bakterien waren folgende: 


Bac. Coli comm. Bac. Cholerae Gallinarum. 

Bac. Typhi abd. Bac. Tuberculosis Hominis. 

Bac. Paratyphi A. Bac. Tuberculosis Ranarum. 

Bac. Paratyphi B. Bac. Dyphtheriae. 

Bac. Dysenteriae Flexner. Bac. Anthracis sowie A. Sporen. 
Bac. Dysenteriae Shiga. Vibr. Cholerae as. 

Bac. Typhi Murium. Mikrococcus melitensis. 

Bac. Suis pestifer. Staphylococcus pyog. aur. u. citr. 


Bac. Erysipelatos Suie. 


Alle wanderten zur Anode. 
Sproßpilze. 


Nach Höber!) wandern die Hefezellen zur Anode. Verfasser konnte 
im Mäusemagen, in Begleitung von kathodischen Bakterien auch kathodische 
Sproßpilze vorfinden. 
Spirochäten. 


Spirochäten wurden zuerst von Commandon?) untersucht. Der- 
selbe fand Spirochaeta Gallinarım und Recurrensspirochäten kathodisch, 
Syphilisspirochäten langsam anodisch wandernd. Unsere Versuche be- 
ziehen sich auf die afrikanische Recurrens (bei der Maus), und Syphilis- 
spirochäten des Menschen (Reizserum). Frstere Art von Spirochäten 
wanderte kathodisch, letztere anodisch. 


Protozoen. 


Von Commandon?) wurde die kathodische Wanderung von Dourine- 
und Naganatrypanosomen (s. 'Trypanosomen equiperdum u. brucei) beob- 
achtet. Commandon vertrat daher die Ansicht, daß die kathodische 
Wanderung eine typische Eigenschaft aller Trypanosomen sei. Höber?) 
fand dieselben Trypanosomen anodisch wandernd. Unsere Untersuchungen 
beziehen sich auf folgende Protozoen: 


Paramaecium caudatum . . . . 2 22 2 20 e.. wandert anodisch 
Coceid der Maus `. 

Lamblie ,, SCENE Be a a re EE 
Kreuzschnabeltrypanosom (aus der Kultur) . . . . . 

Halteridium syrnii Flagellatenkultur aus Waldkauzblut 

Flagellatenkultur aus Eulenblut (Stamm Gozony) . . = Se 
Tryp. Theileri (Kultur) `, ʻ S 
Leishmania donovani (kultur... = 


1) R. Höber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe IV. Aufl. 
1914. S. 474. 

2) Commandon, Vortrag im Kaiser Friedrich-Hause. Berlin, 
21. II. 1911. (Nach Traube: Kolloidechem. Beih. 3, 302. 1912, sowie diese 
Zeitschr. 69, 309. 1915.) 

3) R. Höber, diese Zeitschr. 67, 420. 1914. 
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Hamstertrypanosom (Kultur und Blut) ...... wandert anodisch 
Schizotrypanum Cruzi (Kultur und Blut). .... . o A 
Trypanosoma brucei (Blut) . ... 2. 2 22200. | „ kathodisch 


5 equiperdum (Blut) . .. 2.2... H Si 
equinum (Blut) . ... 2.2 2220. e ge 


Tryp. Gambiense . . . ». . 2: 2 2 20 rn. 7 7 
Stamm S. 55 S 

DEE ji eg 

en Braun } Blut „ d 

» ` Wolf 7 ` 

» Togo e a 


Tryp. rhodesiense (Blut) `, e a’ si Se 

Um auszuschließen, daß die Wanderungen bei den im verdünnten 
Blute untersuchten Trypanosomen durch die Blutbestandteile beeinflußt 
war, wurden einerseits kathodisch wandernde Trypanosomen durch Zentri- 
fugieren und Waschen von den Blutbestandteilen befreit, untersucht, so- 
dann wieder mit Blut und Serum versetzt, andererseits wurden Kultur- 
trypanosomen mit Blut gemengt. Unter allen diesen Versuchsbedingungen 
gaben die Trypanosomen keine verschiedene Wanderungsrichtung. 


Versuche an Makroorganismenzeilen. 


Bekanntlich wandern die eiweißartigen Blutbestandteile 
(bei neutraler Reaktion) anodisch. Ebenso wandern nach Höber!) 
die roten und weißen Blutkörperchen von Mensch und Frosch 
zur Anode. Nach Lillie?) zeigen Spermatozoen dieselbe Wan-. 
derungsrichtung. Verfasser konnte sich bei der Maus von der 
anodischen Wanderung folgender Zellenarten überzeugen: rote 
und weiße Blutkörperchen, Milzpulpazellen, Leberzellen, Muskel- 
fibrilen (Herz- und Körpermuskel), Spermatozoen, Gliazellen, 
Dünndarmepithelzellen. 

Die Epithelzellen des Magens schienen kathodisch zu wandern. Dieses 
Material ist mit sehr großen methodischen Schwierigkeiten verbunden. 
Ausführlichere Mitteilung hierüber folgt a. a. O. 

Nachdem verschiedene pharmakologische und biologische Beobachtun- 
gen und Bedenken den Gedanken nahegebracht haben, daß die Eizellen 
höherer Organismen zur Kathode wandern, wurden an der biologischen 
Station zu Helgoland Überführungsversuche an unbefruchteten Eizellen 
von Echinus vulg. und Labrus rupestris angestellt. Trotz der angewandten 
hohen Klemmspannung von 220 Volt verhielten sich diese Zellen vollkom- 
men inaktiv und zeigten keine Wanderung. Vielleicht mag eben in dieser 


1) R. Höber, Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 607. 1904; 102, 196. 1904. 
2?) R. S. Lillie, Amer. journ. of physiol. 8, 273. 1903. (Nach Höber). 
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Elektroneutralität der Zelloberfläche auch ein Schutz der planktonischen 
Eier liegen. Der Einfluß der Mikropyle an der die Eigenschaften des 
Plasmas zur Geltung kommen könnten, scheint zu gering zu sein, um eine 
Wanderung der ganzen großen Eizelle zu bedingen. 


Flockungen von Trypanosomen und Blutkörperchen. 

Die kathodische Wanderung der Trypanosomen, die Ver- 
fasser in Unkenntnis des Commandonschen Vortrages als erster 
zu beobachten glaubte, schien derart paradox, daß — trotzdem 
die Methodik eine zuverlässige war — getrachtet werden mußte, 
weitere Beweise dieses Verhaltens zu erbringen. 

Nach den Erfahrungen kolloidchemischer Versuche wäre zu 
erwarten, daß die kathodischen Trypanosomen mit den anodischen 
roten Blutkörperchen verkleben und ausflocken, was bekannter- 
weise nicht der Fall ist. Die Tryponosomen bzw. die Blutkörper- 
chen müssen also vor Verklebung mit einem besonders feinen, 
näher noch nicht definierten Mechanismus geschützt sein. Nach- 
dem gewisse biologisch wichtige Eiweisstoffe, die möglicherweise 
auch in der Bildung der Zelloberfläche beteiligt sind, in salzarmem 
Milieu ausflocken, war die Frage, ob durch Verdünnung der 
Salze der genannte vor Ausflockung schützende Mechanismus 
nicht beeinträchtigt werden konnte, was das Zusammenballen 
der kathodischen Tryponosomen und der. anodischen Blutkörper- 
chen bedingen müßte. Zur Entscheidung dieser Frage wurden 
die trypanosomenhaltigen Blute mit isotonischer Zuckerlösung 
weitgehend verdünnt (Kulturtrypanosomen wurden hierzu vor- 
erst mit Mäuseblut vermengt). 

Hierbei zeigte sich, daß bei einer solchen Verdünnung der 
Salze alle kathodisch wandernden Trypanosomenarten mit den 
Blutzellen sogleich zu größeren oder kleineren Klumpen ver- 
klebten. Am ausgeprägtesten war dieses Phänomen bei Trypa- 
nosoma equinum, wo kaum ein Trypanosom frei blieb. Bei den 
anderen Trypanosomen blieben einzelne Trypanosomen in wech- 
selnder Zahl stets frei. Anodische Trypanosomen gaben das 
Phänomen nicht. 
| Der Anblick eines solchen geflockten Trypanosomenblutes 
ist höchst merkwürdig. Man sieht unter dem Mikroskop große, 
sich heftig bewegende Klumpen von roten Blutzellen, die in der 
Mitte unsichtbar, fest eingeschlossen das Trypanosom gefangen- 
halten. Läßt man nun vom Rande des Deckglases Ringersalz- 


Eiweißreaktionen. III. 33 


lösung zufließen, so kann man bald die Trypanosomen aus dem 
Klumpen, wie aus einem Ei, herausschlüpfen sehen!). 


Zur Bedeutung der kataphoretischen Wanderung. 


Wird ein suspendierter Körper im Potentialgefälle dem einen 
oder anderen Pole zugeführt, so hat er ein gewisses Potential der 
Suspensionsflüssigkeit gegenüber. Gewöhnlich sind es 3 Momente, 
die ein derartiges Potential bedingen können: die ungleiche 
Absorption oder Lösung von positiven und negativen Ionen, 
oder die elektrolytische Dissoziation der oberflächlichen Schichte 
des betr. Körpers, wobei das eine, gewöhnlich kolloidale, Ion mit 
dem Körper in Verbindung bleibt, währenddessen das andere 
Ion in die Suspensionsflüssigkeit abgegeben wird und um unseren 
Körper die Helmholzsche Doppelschichte bildet. In diesem Falle 
verhält sich der Körper im Potentialgefälle, als ob er ein großes 
Ion des besagten kolloidalen Stoffes wäre. 

Aus dem Umstande, daß die untersuchten Zellen in allen 
untersuchten salzhaltigen oder salzarmen Flüssigkeiten stets die- 
selbe Wanderung zeigten, läßt sich vermuten, daß das Potential, 
das die Wanderung bedingte, von der elektrolytischen Dissoziation 
der Plasmahaut bzw. ihrer kolloidalen Bestandteile herrührt. 

Einige Beachtung scheint die anodische Wanderung des 
Schizotrypanum Cruzi zu verdienen, die die Frage nahelegt, ob 
dieses Verhalten des Schizotrypanum nicht mit seiner hohen 
Unempfindlichkeit Arzneimitteln gegenüber in Zusammenhang 
' zu bringen wäre, und ob in gewissen Fällen die Dissoziation der 

Plasmahautkolloide bei der spezifischen Verteilung eines Arznei- 
mittels keine Rolle spielen könnte?)? Für diese Möglichkeit scheint 
der Umstand zu sprechen, daß die Arzneimittel Trypanrot, 
Arsenat, Antimonat, Stibiotartarat und Atoxyl, die bei den 
kathodischen Trypanosomen eine ‘therapeutische Bedeutung er- 
rungen haben, den wirksamen Anteil in Anionenform enthalten, 


1) Möglicherweise ist die bei trypanosomenkranken Menschen und 
Tieren beobachtete Autoagglutinion der roten Blutkörperchen mit dem 
beschriebenen Verkleben der Trypanosomen mit Blutkörperchen identisch. 

2) Dies könnte z.B. der Fall bei Arzneimitteln sein, die von den Plasma- 
hzutkolloiden chemisch gebunden werden. Nach van Slyke und J. Loeb 
verbindet sich das Eiweiß chemisch in seiner Anionenform nur mit Kationen, 
und in seiner Kationenform nur mit Anionen der Neutralsalze. 


Biochemische Zeitschrift Band 113. 3 
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Arzneimittel, die sich bei der unheilbaren brasilianischen Schlaf- 
krankheit (Schizotrypanum) unwirksam erweisen!). 

Die Literatur entbehrt nicht ganz der Angaben, die diese 
mögliche Bedeutung der kataphoretischen Wanderungsrichtung 
für Chemotherapie unterstützen könnten. So sind z. B. nach An- 
gaben von Grethe, Giemsa und Prowazek?) die Paramäzien 
dem Chininkation gegenüber in hohem Maße empfindlich. Ebenso 
zeigen sie nach Rossbach auch Atropin und Strychnin gegen- 
über eine relativ hohe Empfindlichkeit, währenddessen nach 
B. Busk das Trypanrot, nach O.v. Fürth das anionenbildende 
Arsen für sie nur wenig giftig sind. Nach unseren Untersuchungen 
wandern die Paramäzien zur Anode?). 

Vielleicht wäre auch die anodische Wanderung der Bakterien 
ınit ihrer Arsenunempfindlichkeit bei therapeutischen Maßnahmen 
in Zusammenhang zu bringen. 

Soll aber auch bei der Verteilung eines Arzneimittels die 
Dissoziation der Plasmahautkolloide eine Rolle spielen, so darf 
nicht erwartet werden, daß Anionen für kathodische Lebewesen, 
und Kationen für anodische Lebewesen vollkommen ungiftig 
seien. Bei dem chemotherapeutischen Effekt ist es auch nicht 
die absolute Giftigkeit des Mittels, die den Ausschlag gibt, sondern 
die relative Giftigkeit, und der therapeutische Effekt ist von 
dem Ausgange einer Konkurrenz der Makroorganismen- und 
Mikroorganismenzellen für das Gift abhängig. 

Soll aber bei der Verteilung eines Giftes in einem gewissen 
Falle die Dissoziation der Plasmahautkolloide eine Bedeutung 
haben, so sind die Aussichten der Chemotherapie bei den katho- 
dischen Trypanosomen besonders günstige, wo die kathodische 
Dissoziation der Plasmahautkolloide des Mikroorganismus den 


1) Eine relativ hohe Unempfindlichkeit zeigt therapeutischen Maß- 
nalımen gegenüber noch das Trypanosoma Lewisi. Leider besteht in bezug 
auf dieses Trypanosom in unserer Reihe eine bedauerliche Lücke, nachdem 
wir dieses Trypanosom nur einmal in einer Zeit zu untersuchen Gelegenheit 
hatten, in der unsere Apparatur noch nicht ganz einwandfrei zu bezeichnen 
wer. Verklebung zeigt dieses Trypanosom mit Blutkörperchen in salz- 
armem Medium nicht. 

Bemerkenswert zu sein scheint, daß alle untersuchten nicht patho- 
genen Trypanosomen anodisch wanderten. 

-~ 3) Zit. nach Prowazek, Einführung in die Physiologie der Einzelligen. 
Teubner, Leipzig 1910. 
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anodischen Makroorganismenzellen und Körperflüssigkeiten gegen- 
über einen Angriffspunkt für die gewünschte Verteilung abgeben 
könnte. 

Auf die Bedeutung der kataphoretischen Wanderung für die 
Chemotherapie wurde im Sinne seiner physikalischen Theorie 
bereits von J. Traube hingewiesen!). 


Zusammenfassung. 


Es wird in vorliegender Arbeit die kataphoretische Wan- 
derungsrichtung einer Reihe von Mikroorganismen angegeben. 
Bakterien wandern vorwiegend anodisch. Trypanosomen wandern 
zum Teil anodisch, zum Teil kathodisch. Auf Grund morpho- 
logischer Merkmale kann zwischen kathodischen und anodischen 
Lebewesen keine Grenze gezogen werden. 

Es wird auf eine mögliche Bedeutung der kataphoretischen 
Wanderungsrichtung für die Chemotherapie hingewiesen. 


1) J. Traube, Kolloidchem. Beih. 3, 321. 1912. 


Beiträge zur physikalischen Chemie der Agglutination. 
Studien über Eiweißreaktionen. IV. 


Von 
A. v. Szent-Györgyi. 


(Aus dem Institut für Schiffs- und Tropenkrankheiten zu Hamburg.) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1920.) 
L 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Agglutination ist eine der chemisch scheinbar schwer 
faßbaren serologischen Reaktionen, die sich durch einfache 
Methodik des vitro Versuches und gute Verfolgbarkeit der Reak- 
tion auszeichnet und in ihrem Wesen doch wohl den anderen 
wichtigen serologischen Reaktionen, wie Präzipitation, Anaphy- 
laxie, sowie Toxin-Antitoxinbindung nahe verwandt ist. 

Vorliegende Untersuchung bezieht sich auf die Agglutination 
von Bac. Typhi abd. 

Ebenso wie andere Stämme von Typhi abd., so wanderte auch unser 
Stamm in physiologischem Milieu im Potentialgefälle zur Anode, und 
agglutinierte in salzfreiem Medium bei einer A (Wasserstoffionenkonzentre- 
tion) von 4-10-° [Michaelis!)]. Die bei dieser h ausfallenden Bestand- 
teile der Bakterien sind nach Beniasch?), Michaelis und Davidsohn?). 
mit der agglutinablen Substanz der serologischen Reaktionen identisch 
Die genannte h von 4 - 10 "° bedeutet also entweder den i. P. (isoelektrischen 
Punkt) der agglutinablen Substanz selbst [Michaelis*)] oder eine A, in 
deren Nähe die i. P. der agglutinablen Substanzen liegen [Michaelis®)]. 

Der i. P., d. h. der Wendepunkt der Dissoziation der Agglutinine 
liegt weit tiefer, namentlich zwischen 1-10°°—5.10-8 [Michaelis 
und Davidsohn?)]. Wir haben in Unkenntnis dieser Bestimmung auch 


1) L. Michaelis, Dtsch. med. Wochenschr. Nr. 21, 1911. 

2) M. Beniasch, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 12, 268. 1912. 

3) L. Michaelis und H Davidsohn, diese Zeitschr. 47, 59. 1912. 

4) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, J. Springer, 
Berlin 1914, S. 78. 

5) L. Michaelis, Dtsch. med. Wochenschr. Nr. 48, 1917. 


€ 
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selber den i. P. der Agglutinine bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmun- 
gen sind auf beiliegender Tafel zusammengestellt!). 

= Als Material unserer Untersuchungen diente ein steriles Pferdeserum 
vom Titer 20 000 und eines von 200000. Als Apparat diente der von 
Michaelis modifizierte Landsteiner-Paulische Überführungsapparat 
(Zit. 4. S. 192) mit 110 Volt Klemmspannung. Als Lösungs- und Seiten- 
flüssigkeiten dienten 1/3 Mol Regulatoren. Zur Herstellung der Mittel- 
flüssigkeiten wurden zu je 12 ccm dieser Regulatoren je 1,0 bzw. 0,1 ccm der 
Sera zugefügt. Nach 3—4stündigem Stromdurchgang wurden die Seiten- 
flüssigkeiten entnommen, auf ihre A colorimetrisch kontrolliert, neutralisiert, 
sodann in Gegenwart von Regulatoren bei pg 7 auf ihren Agglutiningehalt 
in üblicher Weise titriert. 











1. 0 
y 0 64 > 1 
S 8 
1. 0 16 > 1 
3,5: 16 4> 1 
5- 2 32 1 
1. 8 4 1 
4. 8 4 1 
1. 2 
. 8 
I. 6 1 1 
4. 16 
4. 8 1 1 
1. 16 
1. 39 1 10 
1. über 64 1 < 64 


Nach den Resultaten dieser Versuche liegt der i. P. der Ag- 
glutinine in unserer Tafel zwischen 2.107 und 4-107°, was mit 
dem von Landsteiner und Pauli?) festgestelltem elektro- 
amphoteren Charakter, sowie von mit dem von Michaelis und 
Davidsohn festgestellten i. P. der Agglutinine (Zit. 3), wie im 
allgemeinen mit dem i. P. der Serumglobuline [3- 107° Michaelis 
und Rona?)] gut übereinstimmt. 

Nach dem heutigen Stande unseres Wissens sind also so- 
wohl die Agglutinine wie auch die agglutinable Substanz als 

1) Unsere Überführungsversuche mußten leider aus äußeren Gründen 


vorzeitig abgebrochen werden. Obige Tafel ist eigentlich nur das Gerippe 
einer Versuchsreihe. 


3) K. Landsteiner und W. Pauli, Wiener med. Wochenschr. 
Nr. 18, 1918. 


3) L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 28, 193. 1910. 
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Ampholyte, d.h. als Körper, zu betrachten, deren Dissoziations- 
zustand von der A weitgehend abhängig ist. Es galt nun, den 
Einfluß der A auf das Phänomen der Agglutination festzustellen. 
Aus diesem Grunde wurden 24 Stunden alte Kulturen von Bak- 
terien in destilliertem Wasser aufgeschwemmt (nachdem das salz- 
haltige Kondenswasser weggespült wurde), sodann mit verschie- 
denen 0,01 Mol. Regulatoren und mit Agglutininen vom Titer 50 
versetzt. (Die A wurde nach beendigtem Versuch colorimetrisch 
kontrolliert.) Die Gemische wurden 20 Minuten im Brutschrank 
und weitere 20 Minuten bei Zimmertemperatur aufbewahrt und 
die Agglutination nach dieser Zeit, wie auch nach 24 Stunden 
Zimmertemperatur, abgelesen. 

Die Resultate der verschiedenen Versuche sind in dem bei- 
stehenden Schema dargestellt, an dem die Abszisse die A, die 
Ordinate den Grad der Flockung bedeutet. Der Höhepunkt 
der Kurve bedeutet maxi- 
male Fällung. Die Form der 
Kurven der einzelnen Ver- 
suche zeigte einige Varia- 
. tion, alle Versuche stimmten 

aber darin überein, daß die 
Flockungszone nach unten die h von 5-10” und nach oben die h 
von 4- 107° nie überschritt, und die Flockungen von beiden Grenz- 
werten gegen die Mitte zu an Intensität zunahmen. (Die untere 
Kurve zeigt die Säureagglutination allein, ohne Agglutininzusatz, 
nach 40 Minuten.) 

Die Agglutination ist also bei unseren Versuchsbedingungen 
an eine bestimmte Zone der h-Skala gebunden, ober- und unter- 
halb derer wir keine Agglutination vorfinden. 

In Gegenwart höherer Salzkonzentrationen wird diese Zone verbreitet, 
ihre Grenzen verwischt und verschoben. In diesem Umstande sind aller 
Wahrscheinlichkeit nach die Abweichungen unserer Befunde von denen 
von Michaelis und Davidsohn!) begründet, welche Forscher bei Arbeiten 
mit konzentrierteren Regulatoren die serologische Agglutination von der 
h in weiten Grenzen unabhängig fanden. 

Der Grund des Mangels der Agglutination bei den hohen 
bzw. niedrigen A konnte ungezwungenerweise in 3 Momenten ge- 
sucht werden: 1. es werden die Agglutinine in diesen Zonen 
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Abb. 1. 


1) L.Michaelis und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 47, 59. 1912. 
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durch die H bzw. OH zerstört; 2. es erfolgt keine Ausflockung 
durch das gebundene Agglutinin; 3. es kommt keine Verbindung 
zwischen Agglutinin und Bakterien zustande. 

Um diese Frage zu entscheiden, wurden (nach 40 Minuten) 
die Flüssigkeiten von den Bakterien durch Zentrifugieren ‘ge- 
trennt und nach Neutralisierung in Gegenwart von Salzen auf 
ihren Agglutiningehalt untersucht. Links von der Fällungszone 
(bei geringerer A) wurde das Agglutinin annähernd quantitativ 
vorgefunden. Rechts von der Kurve wurden die Agglutinine 
durch die H [gegenüber denen sie eine relativ hohe Empfindlich- 
keit zeigen!)] z. T. anscheinend zerstört, wurden aber immerhin 
noch in wirksamer Konzentration vorgefunden. Folglich kann 
für den Mangel der Agglutination ungezwungenerweise die mangel- 
hafte Bindung zwischen Agglutinin und Bakterien verantwort- 
lich gemacht werden. Diese Vermutung wurde noch durch einen 
Versuch unterstützt, in dem gezeigt werden konnte, daß bei diesen 
h auch das bei neutraler Reaktion gebundene Agglutinin zum 
Teil freigemacht wird. 

Die nächste Frage war nun die, warum das Agglutinin bei 
diesen A nicht gebunden wird? 

Diese Frage kann auf Grund unserer Versuche nur vermutungs- 
weise beantwortet werden. — Wie aus der Tabelle unserer Kata- 
phoreseversuche hervorgeht, sinkt die Konzentration der Ag- 
glutininkationen unterhalb des i. P. nur nach und nach, um den 
praktisch minimalen Grenzwert bei 107% zu erreichen. Einen ana- 
logen Verlauf wie die Kurve der Konzentration dieser Agglu- 
tininkatione, zeigt auch unsere Agglutinationskurve, die unweit 
vom i. P. des Agglutinins (Strich a an der Kurve) zu sinken be- 
ginnt, um die Abszisse bei 1078 zu erreichen. 

Analog wie der ansteigende Ast der Kurve zum i. P. 
der Agglutinine liegt, liegt der absteigende zum Flockungsoptimum 
der agglutinablen Substanz (Strich b). Diese Beobachtung legt 
die Vermutung nahe, daß die Flockungskurve im wesentlichen 
von diesen 2 Wendepunkten der Dissoziation der Agglutinine 
bzw. der agglutinablen Substanz beherrscht sei. Die untere 
Grenze der Flockungskurve würde danach diejenige A bedeuten, 
bei der die anionische agglutinable Substanz Agglutininkationen 


1) Im Kontrollversuch gingen die Agglutinine bei dieser A auch in 
derselben Zeit, zum größten Teil zugrunde. 
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in keiner genügenden Konzentration mehr vorfindet, während- 
dessen die obere Grenze diejenige h bedeuten würde, bei der die 
Agglutininkationen eine praktisch bereits vollkommen katodisch 
dissoziierte agglutinable Substanz vorfinden. 

Digeriert man mit Agglutinin stark beladene Bakterien mit 
0,01 Mol Regulatoren (1 Stunde) im Brutschrank, so wird nur 
in denjenigen Röhrchen kein Agglutinin freigemacht, in denen 
die Suspensionsflüssigkeit derjenigen A entspricht, die zwischen 
beiden genannten i. P. liegen, bei welchen A das Agglutinin vor- 
wiegend als Kation, die agglutinable Substanz vorwiegend als 
Anion vorhanden wart). 

Die mit Agglutinin beladenen oder agglutinierten Bakterien zeigten 
im elektrischen Potentialgefälle ihre frühere anodische Wanderung?) [wenn 
diese Wanderung nach Bechhold auch eine verlangsamte ist?)]. AufGrund 
dieser Versuche läßt sich annehmen, daß die „Entladung“ der Bakterien 
durch Salze nicht zur Erklärung der Agglutination ausreicht, und nicht 
ihr Wesen bildet ®) 5). 

1) Es sei an den Befund von Michaelis und Davidsohn erinnert, 
nach dem das Flockung maximum zweier Kolloide stets bei einer A liegt, 
die der Zone zwischen den i. P. beider Kolloide entspricht (Diese Zeitschr. 
39, 496. 1912; 54, 323. 1913. SowieZit.3.) Für die Wahrscheinlichkeit obiger 
Auffassung spricht auch der Befund von Michaelis und Davidsohn, die 
das Maximum der Präcipitation bei derjenigen h fanden, die dem zusammen- 
fallenden i. P. der Präcipitine und der präcipitablen Substanz entsprach. 

Natürlicherweise gibt die Auffassung der Verbindung des Agglutinins 
mit der agglutinablen Substanz als eine Reaktion von Anion und Kation 
über die Spezifizität der Reaktion noch keinen Aufschluß, und es müssen 
sicherlich auch noch andere Affinitäten vorhanden sein, als die allgemeine 
Affinität von Anion zu Kation. 

Es sei schließlich auf die Untersuchungen über Reversibiltät von 
Antigen-Antikörperverbindungen bei höheren Säuregraden hingewiesen. 

2) Dieser Umstand spricht nicht unfehlbar gegen unsere Anschauung, 
da wir doch nicht wissen, wie weit andere, als die agglutinablen Substanzen 
an der Bildung der Bakterienoberfläche beteiligt sind, und bei dessen elek- 
trischem Verhalten eine Rolle spielen. 

3) H. Bechhold, Zeitschr. f. physikal. Chemie 48, 385. 1904. 

4) Überhaupt ist bei der Beurteilung der kausalen Bedeutung elek- 
trischer „Ladungen“ für die Suspensionsstabilität hydrophilkolloidaler 
Suspensionen einige Vorsicht geboten. Bekanntlich vermögen kathodisch 
wandernde Trypanosomen ohne Zusammenballung unter den anodischen 
Blutkörperchen zu vegetieren, und die Zusammenballung erfolgt erst, wenn 
wir durch weitgehende Verdünnung der Elektrolyte, ohne wesentliche Ände- 
rung der „Beladung‘‘ den schützenden Mechanismus beeinträchtigt haben. 

5) Von der teilweisen als Aspezifizität der Verklebung der Agglutinin- 
beladenen Bakterien kann man sich anläßlich mikroskopischer Kataphorese- 
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Unsere Versuche reichen keineswegs aus, um die ‚Grundlage 
einer Theorie der Agglutininbindung abzugeben. Sie scheinen 
aber immerhin zugunsten der Landsteinerschen Anschauung!) 
zu sprechen, der gemäß elektrochemischen Momenten bei Reak- 
tionen der Immunkörper eine gewisse Bedeutung zukommen 
könnte. Trotz der gemeinsamen vorwiegenden anodischen Disso- 
ziation scheint es nicht ausgeschlossen zu sein, daß die Ver- 
bindung des Typhusagglutinins mit der agglutinablen Substanz 
eine Verbindung eines Kations mit einem Anione ist. 

Es sei gestattet, dieses letzte Glied einer kleinen Versuchs- 
serie mit dem Zeichen meiner Dankbarkeit den Herren des hambur- 
gischen Tropen-hygienischen Institutes gegenüber abzusch'ießen. 
Insbesondere möchte ich dem Leiter des Institutes, Herrn Ober- 
medlizinalrat B. Nocht, sowie den Herren Professoren M. Mayer 
und Giemsa für das wohlwollende Interesse, für die weitgehende 
Unterstützung und die wertvollen Ratschläge danken; ebenso 
Herrn Dr. Nöller für die freundliche Überlassung einer Reihe 
von Protozoen zur Untersuchung. 


versuche überzeugen, wo man die agglutinierten Bakterien bald mit dem 
Deckglas und Objektträger verkleben sieht. 

1) Landsteiner, diese Zeitschr. 50, 176. 1913. Ders. Kolle - Was- 
sermanns Handbuch d. pathog. Mikrorg. (II) A. 11, 1241. 


Kohlensäuredruck oder Eiweißquellung als Ursache der 
Muskelkontraktion? 


Von 
Otto Fürth. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Wiener 
Universität.) 


( Eingegangen am 17. Oktober 1920.) 


Unter obigem Titel hat kürzlich Leonhard Wacker in 
dieser Zeitschrift (107, 117) gegen die Säurequellungstheorie 
und gegen die Einwände Stellung genommen, die ich in einer 
Abhandlung über ‚Die Kolloidchemie des Muskels und ihre Be- 
ziehungen zu den Problemen der Kontraktion und Starre‘‘!) 
gegen die osmotischen Theorien der Muskelkontraktion so- 
wie gegen die Wackersche Kohlensäuretheorie erhoben 
habe. Die Abhandlung Wackers enthält so viele schwerwiegende 
Irrtümer und mißverständliche Auffassungen, daß ich dieselbe, im 
Hinblick auf die Wichtigkeit und im Interesse einer Klarstellung 
des Gegenstandes, nicht unbeantwortet lassen möchte?). 


I. Wackers Argumente gegen die Säure-Eiweißquellungstheorie. 


Wacker hat seine wichtigsten Argumente gegen die Säure- 
Eiweißquellungstheorie in 7 Leitsätzen zusammengefaßt, die ein- 
zeln betrachtet werden sollen. 


ad 1. Es ist nicht richtig, daß, wie Wacker annimmt, die Quellungs- 
theorie die Tatsache ganz vernachlässigt, daß die Milchsäure noch den 
weitaus größten Teil der durch die Kohlenhydrate zur Ver- 
fügung stehenden Energie enthält. Diese Tatsache ist vielmehr von 
mir eingehend erörtert worden [S. 502, 504, 564] und steht mit der Theorie 
sehr wohl im Einklange. Ebensowenig ist es richtig, daß die Quellungs- 

1) O. v. Fürth, Ergebn. d. Physiol. 1%, 363—571. 1918. 

2) Um jede Weitschweifigkeit zu vermeiden, werde ich auf die ein- 


gehenden Erörterungen in meiner Abhandlung derart verweisen, daß ich 
einfach die betreffende Seitenzahl in eckige Klammern, z. B. [S. 506] anführe. 
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theorie „den Zweck anderer im Muskelanwesender Chemikalien“ 
(wobei Wacker vor allem an die Kaliverbindungen denkt) vernachlässige. 
Ich habe vielmehr der Vermutung Ausdruck gegeben [S. 569—570], daß 
möglicherweise bei dem Erschlaffungsvorgange an eine Entquellung von 
Proteinen durch Salzwirkung, insbesondere vielleicht an eine entionisierende 
Wirkung von Kalisalzen, die durch die Milchsäure aus kolloidaler Bindung 
verdrängt werden, zu denken wäre. 

ad 2. Wacker erllärt: „Eine Quellung des Eiweißes ist aus- 
geschlossen, weil die hierzu erforderliche Milchsäure im Augen- 
blick des Entstehens neutralisiert wird.‘ Ferner: „Es fehlen nicht 
nur alle Bedingungen zur Einleitung einer Säureeiweißquellung, sondern es 
hat der Organismus sogar Abwehrmaßnahmen in den Puffersystemen 
geschaffen, um die Quellung zu verhindern.“ 

Ein fundamentaler Irrtum Wackers liegt in seiner Meinung, die 
Säurequellungstheorie stehe und falle mit dem Nachweise des Auftretens 
erheblicher Mengen freier Milchsäure bei der Muskeltätigkeit. Tatsächlich 
ist aber zweifellos die Zunahme des H-Ionengehaltes im Muskel nur 
sehr gering und zum großen Teile, wenn nicht ganz, durch Produktion von 
Kohlensäure bedingt [S. 393]. Ich habe mit allem Nachdruck darauf hin- 
gewiesen [S. 406], daß die erheblichen Mengen Milchsäure, welche bei der 
Tätigkeit im Muskel auftreten, tatsächlich derart neutralisiert werden, 
daß die H-Ionenkonzentration des Gewebes nur eine geringe Änderung 
erfährt, wie denn der Organismus über ausreichende Mittel verfügt, um die 
annähernde Neutralität stets und überall zu wahren. Nur muß man sich 
darüber im klaren sein, daß sich an diesem Neutralitätsvorgange sicherlich 
gleichzeitig mit den Alkalicarbonaten und Alkaliphosphaten auch die 
Aminogruppen und Iminogruppen der Proteine in hervor- 
ragendem Maße beteiligen. Mit einer derartigen Säurebeladung wird 
aber auch eine gesteigerte Hydratation derselben Hand in Hand 
gehen }). 

Sonderbarerweise hält Wacker die Säurequellungstheorie schon aus 
dem Grunde für unwahrscheinlich, „weil Myosin und Myogen Glo- 
bulincharakter haben und an sich schwach sauer sind. Es wird 
sich daher keine Säure mit einer anderen Säure verbinden, besonders wenn 
noch Bicarbonat und Dikaliumphosphat in ausreichender Menge vorhanden 
sind. Dieser Fall ist ein lehrreiches Beispiel dafür, zu welchen Konsequenzen 
es führt, wenn man die chemischen Prozesse der Theorie anpassen will.‘ 

Mit dieser Auffassung dürfte Waoker wohl ziemlich allein stehen. 
Der Umstand, daß ein Eiweißkörper sauren Charakter trägt (i. e. über relativ 
viele freie Karboxylgruppen verfügt) hindert seine Aminogruppen bez. 
Iminogruppen durchaus nicht, Säuren zu binden. Ich bemerke diesbezüg- 
lich [S. 401], daß es schon älteren Autoren aufgefallen war, daß die 
Muskeleiweißkörper anderen Eiweißkörpern gegenüber durch die 
Leichtigkeit ausgezeichnet sind, mit der sie sich in Acid- 


1) Vgl. diesbez. Wo. Pauli, Kolloidchemie der Eiweißkörper. Verl. 
Steinkopf 1920, S. 70. 
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albumin (Syntonin) umwandeln. Wir werden diese Eigenschaft der 
Muskelproteine heute so deuten, daß die Moleküle derselben durch eine 
besondere Neigung, durch Hydratation in den ionisierten 
Zustand überzugehen [S. 396], ausgezeichnet sind und werden 
schwerlich mit der Annahme fehlgehen, daß diese Eigenschaft für die 
physiologischen Aufgaben, die sie zu erfüllen haben, im höchsten Grade 
bedeutungsvoll sein dürfte. 

Übrigens ist die Säurequellbarkeit der Muskelproteine durch die 
Viscositätsversuche von Bottazzi und d’ Agostino längst direkt 
nachgewiesen worden [S. 402]. 

Auch habe ich auf die Möglichkeit hingewiesen [S. 405], daß vielleicht 
die Lokalisation der im Muskel auftretenden Milchsäure einerseits; der 
für die Neutralisation der Milchsäure in Betracht kommenden alkalischen 
Salze andererseits letzterem Neutralisationsvorgange hindernd im Wege 
steht und die Bindung der Milchsäure durch gewisse leicht quellbare eiweiß- 
artige Muskelelemente begünstigt. 

ad 3. Wacker meint, die Erklärungdes Restitutionsvorganges 
bei der Erschlaffung biete für die Quellungstheorie Schwierigkeiten, ins- 
besondere sei die Annahme der Beseitigung der Milchsäure durch 
Überführung ineineihrer Vorstufen chemisch nicht begründet. 
Diese Behauptung ist durchaus unberechtigt und ignoriert nicht nur die 
Arbeiten von Fletcher, Hopkins und Hill [S. 505], sondern auch die 
neuesten schönen Untersuchungen von O, Meyerhofft). Übrigens hat 
bereits Höber (1913) angenommen, daß die Milchsäure wahrscheinlich 
beim Erholungsvorgange in ihre Vorstufe zurückverwandelt werde, und 
zwar durch Koppelung mit einer Oxydationsreaktion. 

Ebensowenig recht hat Wacker mit seiner weiteren Behauptung, 
die Beseitigung der Milchsäure aus dem säuregequollenen Ei- 
weiß durch Neutralsalze stoße auf unüberwindliche Schwierigkeiten; 
denn diese Salze müßten schon während der Kontraktion vorhanden sein 
und müßten also eigentlich die Quellung verhindern. Wacker übersieht 
dabei die Möglichkeit, die durch die Versuche von Burridge nahegelegt 
wird [S. 415], daß die neugebildete Milchsäure das Kalium aus kolloidaler 
Bindung verdränge und Kaliumsalze in Freiheit setze, die ihrerseits entioni- 
sierend wirken könnten IS. 570]. 

ad 4. Die Möglichkeit einer anoxybiotischen Muskelarbeit 
IS. 496] widerspricht durchaus nicht, wie W ac ker meint, der Säurequellungs- 
theorie als solcher, sondern beweist nur, daß die Beseitigung der Milchsäure 
nicht unter allen Umständen durch oxydative Prozesse (im Sinne Paulis) 
erfolgen müsse. Ich habe hervorgehoben [S. 469], daß an eine Entionisie- 
rung der gequollenen Eiweißteilchen etwa durch Salzwirkung gedacht werden 
könnte. Auch an einen Zerfall der Milchsäure in Bruchstücke wäre zu denken. 

ad 5. Wacker ist der Meinung, die zur Erholung des ermüdeten 
Muskels führende Regeneration der Alkalescenz sei im Sinne der 


1) O. Meyerhoff, Arch. f.d. ges. Physiol. 175 (1919) und 18% (1920), 
Die Naturwissenschaftten 8, 27. VIII. 1920. 
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Säurequellungstheorie nicht erklärlich. Auch dieses Argument trifft in 
keiner Weise zu. Wenn wir, im Sinne der modernen Versuchsergebnisse, 
annehmen, daß die Milchsäure sich beim Erholungsvorgange irgendwie 
in ihre Vorstufe zurückverwandle, so ist doch klar, daß mit dem 
Verschwinden der Milchsäure auch in bezug auf die Alkalescenz der Status 
quo ante hergestellt werden müsse und es ist nicht einzusehen, inwiefern 
eine derartige Vorstellung mit der Säurequellungstheorie unvereinbar 
sein sollte. 

ad 6. Wacker behauptet: „Die Ausnutzung der dem Muskel 
zur Verfügung stehenden Energie sei nach der Quellungstheorie 
nicht ersichtlich.“ Auch diese Behauptung ist durchaus irrig und gerade 
das Gegenteil derselben ist richtig: Der hohe Wirkungsgrad der Muskel- 
maschine [S. 509 und 565] spricht zugunsten der Quellungshypothese 
und gegen andere Energieformen als Zwischenformen für die Muskelenergie. 
Schreber?) hat sich von technisch-energetischen Gesichtspunkten aus 
deswegen für die Quellungshypothese ausgesprochen, weil durch die Quel- 
lungsenergie Druckdifferenzen entstehen können, welche die Konstruktion 
einer Maschine von derartighohem Wirkungsgrade zum mindesten theo- 
retisch möglich erscheinen lassen. 

ad 7. Endlich stellt Wacker die These auf: „Die Quellungs- und 
Entquellungsvorgänge vollziehen sich viel zu langsam, um für eine 
Kontraktionslehre in Frage zu kommen.‘ Dieser Einwand erscheint bereite 
durch die Untersuchungen von Grober?) „über den zeitlichen Ablauf der 
Quellung ungedehnter Kolloide“ erledigt. Ich habe hervorgehoben [S. 553], 
daß man bei keiner Theorie der Muskelkontraktion um die Notwendigkeit 
herumkommt, eine sich mit außerordentlich großer Schnelligkeit innerhalb 
der Muskelelemente vollziehende Wasservergschiebung anzunehmen. 
Ich betrachte es nun als einen wesentlichen Vorzug der Säurequellungs- 
theorie in ihrer neuen Formulierung, die ich derselben gegeben habe, daß 
sie die Wasserverschiebung nicht zwischen mikroskopisch sichtbaren Form- 
elementen, vielmehr zwischen solchen von ultramikroskopischen 
Dimensionen sich abspielen läßt. Bei einer derartigen Annahme erscheint 
die für die Wasserverschiebung in Betracht kommende Oberfläche un- 
geheuer vergrößert und wird dadurch eine sehr große Schnelligkeit 
der Wasserverschiebung viel leichter verständlich. 


Ich fasse meine Erörterungen dahin zusammen, daß keiner 
der von Wacker gegen die Säurequellentheorie vor- 
gebrachten Beweisgründe stichhaltig erscheint. 


IL Entgegnung Wackers auf die Einwände gegen Mac-Dougalls 
osmotische Theorie [S. 531—532]. 

ad a) In bezug auf das von Bernstein seinerzeit erhobene Postulat 

einer Längsfältung der Bläschenwände habe ich bereits selbst 


1) K. Schreber, Arch. f. d. ges. Physiol. 139, 299. 
3) J. Grober (Jena), Münch. med. Wochenschr. 59, 2433. 1912. 
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hervorgehoben [S. 483], daß mir dasselbe der Theorie keine unüberwind- 
lichen Schwierigkeiten zu bereiten scheine und daß man um dasselbe herum- 
komme, wenn man den Wänden der hypothetischen Bläschen eine ge- 
wisse Elastizität zuschreibt. Ich stimme mit Wacker in diesem Punkte 
überein. 

ad b) Allzu geringe Menge des tatsächlich vorhandenen Sarko- 
plasmas. Wenn es auch sicherlich Muskeln gibt, die reichlich Sarko- 
plasma enthalten, kann ich nur wiederum darauf hinweisen [S. 484], daß 
nach v. Frey die quergestreiften Muskelfasern der Säugetiere, abgesehen 
vom Herzen, eine derart dichte Zusammendrängung der Fibrillenbündel 
zeigen, daß die letzteren polygonal abgeplattet und nur durch spärliche 
Mengen Sarkoplasmas getrennt erscheinen. Auch betont Gutherz in Über- 


einstimmung mit Schäfer, daß eine Aufnahme von Sarkoplasma in die 
Muskelsäulchen nicht stattfinde. 


ad c) Volumkonstanz der Sarkomeren IS 407]. Wacker ver- 
mochte den Beobachtungen Hürthles nichts Sachliches entgegen- 
zustellen. Ich schrieb diesbezüglich [S. 487]: „Es ist ja selbstverständlich, 
daß auch die Resultate Hürthles einer Korrektur gewärtig sein müssen, 
sobald eine Verbesserung der optischen Hilfsmittel uns vervollkommnete 
Methoden an die Hand geben wird. Ich glaube aber, daß jeder, der ohne 
vorgefaßte Meinung an das Studium dieser äußerst sorgfältigen Unter- 
suchung herangeht, wird zugeben müssen, daß alles, was mit den heutigen 
Methoden geleistet werden konnte, hier geleistet worden ist. Es geht 
meines Erachtens absolut nicht an, über die Hürthleschen Ergeb- 
nisse einfach deswegen hinwegzugehen, weil sie zu dieser Theorie nicht 
passen.“ 

Die Beobachtungen über Festonbildung stehen, wie ich betont 
habe [S. 550], ebensogut mit der Säurequellungstheorie, wie mit der osmo- 
tischen Theorie im Einklange. 

Warum Wacker der Kontraktion bei gleichbleibendem Volumen 


keine vollwertige Arbeitsleistung zuerkennen will, vermochte ich bei bestem 
Willen nicht zu verstehen. 


ad d) Die osmotische Theorie erscheint auf die glatten Muskeln 
nicht anwendbar. 


ad e) Sie bietet keine Anhaltspunkte für die Erklärung der elektri- 
schen Erscheinungen bei der Muskelkontraktion. 

ad f) Sie trägt dem Zusammenhange zwischen Doppel- 
brechung und Kontraktilität in keiner Weise Rechnung. 

In bezug auf alle diese Punkte hat Wacker nichts Wesentliches vor- 
gebracht. Wenn Wacker meint, das zur Bildung eines elektrischen 
Stromes erforderliche Säureeiweiß sei gar nicht vorhanden, so ist das ein 
grundlegender Irrtum, auf den schon sub I2) hingewiesen worden ist. 


Es ist also Wacker nicht gelungen, die gegen die 
osmotische Theorie vorgebrachten Einwände b) bis f) 
zu entkräften. 
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IH. Wackers Entgegnung auf die Einwände gegen seine Kohlen- 
säuretheorie. 


Die gegen Mac Dougalls osmotische Theorie erhobenen 
Einwände II b) bis f) gelten auch in bezug auf Wackers Kohlen- 
säuretheorie und bleiben, wie gezeigt worden ist, vorläufig auf- 
recht. 


Ich habe aber gegen Wackers Theorie ooch einige weitere 
Einwände geltend gemacht: 


ad a) Absolute Muskelkraft [S. 535]. Ich gebe Wacker soweit 
recht, daß der Kohlensäuredruck innerhalb des Muskels höher veranschlagt 
werden könnte, als meinen Rechnungsannahmen entspricht, wenn man 
nicht das ganze Muskelvolumen, vielmehr nur das Fibrillenvolumen 
in Rechnung zieht, und wenn man weiterhin annimmt, die CO, werde nicht 
aus K,CO,, sondern aus KHCO, entwickelt. Auch will ich die Möglichkeit 
zugeben, daß z. B. etwa aus Brenztraubensäure überdies Kohlensäure 
abgespalten werden könnte. 

Es ist aber demgegenüber zu beachten, daß ich in anderer Hinsicht 
im Sinne Wackers viel zu günstig gerechnet habe, wenn ich das höchste 
überhaupt beobachtete Milchsäurebildungmaximum mit 0,9%, in 
Rechnung gebracht habe. Tatsächlich ist das Milchsäurebildungsmaximum 
[S. 385] in Frosch- und Säugetiermuskeln von verschiedenen Autoren mit 
0,3—0,7%, bewertet worden. Weiter aber haben Fletcher und Hop- 
kins gezeigt [S. 390], daß bei der Reizung nicht mehr als die Hälfte jener 
Milchsäuremenge entsteht, welche bei der Wärmestarre auftritt (im wärme- 
starren Froschmuskel 0,5% Zinklaktat, im ermüdeten nur 0,22%). O.Meyer- 
hof!) hat kürzlich im Froschmuskel bei der Ermüdung durch Einzelreize 
0,35—0,40%, Milchsäure, beim Tetanus 0,22—0,24% gefunden. Man dürfte 
also von Rechts wegen nicht 0,9%, Milchsäure, sondern höchstens 0,5% in 
Rechnung bringen. 

Die Frage des Glykogenschwundes, die Wacker herbeizieht, 
ist hier ebenso belanglos, wie die Verbrennung von milchsaurem 
Kali zu KHCO,- 
= Man beachte aber weiterhin, daß ich bei meiner Berechnung zu 
gunsten der Wackerschen Hypothese zwei weitere Annahmen gemacht 
habe: Ich stellte mir vor [S. 535), daß die bei erschöpfender Muskeltätigkeit 
sich maximal anhäufende Milchsäuremenge gleichzeitig auf das Alkali- 
carbonat einwirkt, und so eine explosive Kohlensäureentwicklung 
bewirkt. Weiterhin aber stellte ich mir vor, daß die Wandungen der 
hypothetischen Muskelbläschen für Kohlensäure vollkommen 
undurchgängig seien (also etwa ähnlich wie die Wandungen eines 
Dampfkessels für den Wasserdampf) derart, daB wirklich das gesamte 
entwickelte Gasgemenge energetisch in Wirksamkeit tritt. Nun sind aber 
in Wirklichkeit diese beiden Annahmen unmöglich: Die Kohlensäureent- 


1) O. Meyerhof, Arch. f. d gen Physiol. 18%, 282. 1920. 
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wicklung wird auch beim Tetanus nicht explosiv, vielmehr nach Maßgabe 
der fortschreitenden Milchsäureanhäufung im Muskel allmählich erfolgen. 
Auch ist es ganz ausgeschlossen, daß die Wände der hypothetischen Muskel- 
bläschen wirklich für Kohlensäure undurchlässig seien. Es könnte also 
sicherlich der Druck der CO, nicht voll zur Geltung kommen. 

Tatsächlich scheint es mir kaum denkbar, auch wenn man 
noch den osmotischen Druck mit dem Kohlensäuredruck zu- 
sammen arbeiten läßt, daß (der absoluten Kraft des Muskels 
entsprechend) eine energetisch wirksame Spannung von 10 Atmosphären 
im Innern der hypothetischen Muskelbläschen zustande- 
kommen könnte. 

ad b) Beobachtungen an BRohrzuckermuskeln. Es ändert 
nicht das Mindeste an der Berechtigung meines diesbezüglichen Einwandes 
[S. 536], wenn man, worauf Wacker Wert legt, als das wesentliche Alkali- 
carbonat des Muskels nicht NaHCO,, sondern KHCO, betrachtet. Aus 
einem Muskel, der durch längeres Verweilen in einer isosmotischen Rohr- 
zuckerlösung unprregbar geworden ist, dürfte doch auch das leicht diffusible 
Kaliumbicarbonat ausgelaugt worden sein. Im Sinne Wackers sollte also 
die Erregbarkeit eines solchen Muskels an die Restitution von Alkali- 
carbonat geknüpft sein. Tatsächlich haben aber Natriumsalze der 
verschiedensten Art eine derartige restitutierende Wirkung. Die 
Wiederkehr der Erregbarkeit vollzieht sich also unter der Wir- 
kung von Na-Ionen in einem aller Wahrscheinlichkeit nach 
fast oder ganz carbonatfreien Muskel, was mit Wackers An- 
schauungen schwer vereinbar ist. 

ad c) Verkürzungsgrad der Muskeln. Dem schwerwiegenden 
Einwand gegenüber [S. 537], daß sich ein aus (zu Kugeln aufblasbaren) 
länglichen Bläschen konstruiertes Muskelmodell auf höchstens ?/, seiner 
ursprünglichen Länge zusammenziehen könne, während sich eine lebende 
Muskel auf weniger als ?/, zusammenzieben kann, hat Wacker folgendes 
geltend gemacht: 

Er betont, daß sich die Muskelbläschen auch über die Kugelgestalt 
hinaus zusammenziehen könnten, wenn man sich in die Mantelfläche 
Längslamellen eingeflochten denkt?) Dann müßten aber die von mir 
abgebildeten TS 536] preßkuchenartigen Gebilde zustandekommen. 
Die Existenz solcher lehnt aber Wacker wiederum ab, unter Hinweis 
auf sein neues (Arch. f. d. ges. Physiol. 169, 502 abgebildetes) Muskel- 
modell, welches die Kombination von Fibrillen- und Bündel- 
verkürzung veranschaulichen soll. 

Man beachte nun aber folgendes: Wenn man sich die aus länglichen 
Bläschen zusammengesetzten Fibrillen dieses Modells zu Kugeln aufgeblasen 
denkt, so wird sich jede Fibrille auf höchstens ?/, ihrer ursprünglichen 
Länge verkürzen können. Gleichzeitig wird jeder einzelne Faden erheblich 
an Dicke zunehmen, folglich das ganze Bündel anschwellen; die Fäden 
werden auseinander gedrängt und dadurch kann sicherlich eine weitere Ver- 


1) Vgl. die Abbildung Pflügers Archiv 169, 498. 
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kürzung erzielt werden. Wie aber dabei etwa eineVerkürzung aufein Viertel 
der ursprünglichen Länge zustandekommen könnte, vermag ich mir bei 
bestem Willen nicht vorzustellen. 

Daß endlich Beobachtungen über Festonbildung ebensogut für 
die Säurequellungstheorie wie für die Kohlensäuretheorie verwertet wer- 
den können, habe ich bereits hervorgehoben. 

Ich halte also meine Einwände gegen Wackers 


Kohlensäuretheorie auch weiterhin aufrecht. 


IV. Zur Frage des Vorkommens und der Bedeutung der Alkali- 
albuminate im Muskel. 


Wacker vermochte keine neuen Tatsachen beizubringen, 
die meine Meinung zu erschüttern vermöchten, daß sein Kali- 
albuminat, das er beim Auskochen frischer, alkalischer Mus- 
keln erhalten hat, kein genuiner Eiweißkörper, vielmehr ein 
Kunstprodukt sei. Jeder, der über einige Erfahrungen auf 
dem Gebiete der Eiweißchemie verfügt, weiß, wie leicht sich die 
Albuminatbildung beim Kochen schwach alkalischer Eiweiß- 
lösungen vollzieht und wie schwierig es oftmals ist, eine derartige 
Albuminatbildung zu verhindern. Es sei dabei auf die vergeb- 
lichen Versuche hingewiesen, Blutserum durch einfaches Auf- 
kochen völlig zu enteiweißen. Die Erfahrung Wackers, daß 
er von diesem Albuminate um so weniger vorgefunden hat, je 
saurer der Muskel infolge der postmortalen Säurebildung geworden 
war, steht mit dieser Auffassung vollkommen im Einklange. 

Wenn ich mich seinerzeit bestimmt gesehen habet), das Myoproteid 
aus Fischmuskeln nicht als Albuminat, sondern als einen Eiweißkörper 
sul generis aufzufassen, so hatte dies folgenden Grund: Das Myoproteid 
wurde gewonnen, indem das ausgesprochen alkalische, unverkennbar nach 
Trimethylamin riechende Fischmuskelplasma vorsichtig mit verdünnter 
Essigsäure versetzt wurde, derart, daß sich blaues Lackmuspapier stark 
rot färbte, sehr empfindliches Papier aber noch einen Stich ins Bläuliche 
aufwies. Dann erst wurde aufgekocht, das Eiweißkoagulum abfiltriert und 
aus dem ganz klaren goldgelben Filtrate nunmehr bei Mehrzusatz von 
Essigsäure erst bei stark saurer Reaktion das Myoproteid gefällt. Ich 
erwähne ausdrücklich [S. 261], daß man bei vorsichtigem Zusatze von Essig- 
säure leicht einen Punkt erreichen kann, wo die Flüssigkeit noch ganz klar 
ist, trotzdem sie bereits stechend nach Essigsäure riecht. 

Dieses Verhalten stimmt nicht mit dem Verhalten des Albuminates 
überein, das leicht durch Säure gefällt und leicht im Überschusse der Säure 
löslich ist. 


1) O. v. Fürth, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 36, 259. 1896. 
Biochemische Zeitschrift Band 113. 4 
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Ich halte es aber, meinen heutigen Erfahrungen gemäß, durchaus 
nicht für ausgeschlossen, daß auch das Myoproteid aus Fischmuskeln 
kein genuiner Eiweißkörper, vielmehr ein Kunstprodukt, eine Art von 
Albuminat sei, das vielleicht irgendeiner Eigentumlichkeit des Fischmuskels 
(z. B. der Anlagerung von Trimethylamin an Muskelproteine) seine Ent- 
stehung verdanken könnte. 

Ich bin daher auch weiterhin der Meinung, daß das Kali- 
albuminat für die Erklärung der Totenstarre nicht 
herangezogen werden könne. Ich möchte aber auch aus- 
drücklich feststellen. daß ich den \Vert der sorgfältigen experi- 
mentellen Untersuchungen Wackers, wenn ich denselben auch 
eine andere Deutung gebe, rückhaltlos anerkenne, so z. B. ins- 
besondere seine neuesten interessanten Feststellungen über , Das 
Ausbleiben der postmortalen Säurebildung im Muskel als Ur- 
sache der verschiedenen Intensität der Totenstarre menschlicher 
Leichen“. 

V. Schlußergebnis. 


Zusammenfassend gelange ich zu dem Resultate, 
daß sich keines der von Wacker gegen die Säure- 
quellungstheorie vorgebrachten Argumente als stich- 
haltig erwiesen hat und daß, meiner Meinung nach, 
die gegen die Kohlensäuretheorie vorgebrachten Ein- 
wände auch weiterhin aufrecht zu erhalten sind. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daß auch E. Herzfeld und 
R.Klinger!) bei ihren neuesten Untersuchungen über den 
physikalisch-chemischen Mechanismus der Muskelkontraktion 
dazu gelangen, den Kontraktionsvorgang auf eine Adsorption 
der Milchsäure an das Fibrilleneiweiß zurückzuführen. O. Meyer- 
hof?) gelangt bei seinen neuesten Betrachtungen über die Rolle 
der Milchsäure in der Energetik der Muskeln zu dem Ergebnisse, 
daß nur eine solche Energieform für die Umwandlung in mecha- 
nische Arbeit in Betracht kommt, die vollständig umgewandelt 
werden kann. Der Muskel sei keinesfalls eine Wärmemaschine; 
dagegen würde sowohl Quellungsenergie als Oberflächen- 
energie dieser Bedingung Genüge leisten. 

Ich möchte bei dieser Gelegenheit betonen, daß ich [vgl. 
5.530] zwar die Oberflächenspannungstheorie in ihrer älteren 


1) E. Herzfeld und R. Klinger, Die Naturwissensch. 1920, S. 359. 
*) O. Meyerhof, Die Naturwissensch. 27. Aug. 1920, S. 703. 
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Fassung, wie sie von Bernstein formuliert worden ist, für 
wenig wahrscheinlich halte, daß ich aber weit davon ent- 
fernt bin, die große Bedeutung der Oberflächenenergie 
und ihrer Wandlungen für die energetischen Vor- 
gänge innerhalb des Muskels leugnen zu wollen. Meine 
Neuformulierung der Säurequellungstheorie [S. 547 
bis 556], der zufolge die Wasserverteilung sich innerhalb des 
doppelbrechenden Anteiles der Muskelfibrillen derart vollzieht, 
daß ultramikroskopische Formele mente unter Einwirkung 
der im Innern der Stäbchen auftretenden Milchsäure auf Kosten 
der umgebenden eiweißhaltigen Flüssigkeit zur Quellung ge- 
langen, steht mit einer derartigen Auffassung sehr wohl im Ein- 
klange. Ich könnte mir z. B. sehr wohl vorstellen, daß den quell- 
baren Elementen von gallertiger Beschaffenheit eine länglich- 
runde Gestalt eigentümlich ist [vgl. die Modellzeichnung Tafel I] 
und daß bei der Quellung infolge stetiger Wassereinlagerung 
sich die Konsistenz der Gallerte mehr und mehr der Grenze 
der Verflüssigung nähert, ohne dieselbe zu erreichen [S. 547]. 
Immerhin könnte die Lockerung der Struktur so weit gehen, 
daß die molekularen Kohäsionskräfte im Innern zur 
Geltung gelangen und infolgedessen die Ellipsoide der 
Kugelform unter Verkürzung ihrer Längsachse zustreben. 
Vielleicht könnte sich eine derartige Auffassung, derzufolge der 
Quellungsvorgang auch gleichzeitig das Spiel der mole- 
kularen Kohäsionskräfte auslöst, als geeignet erweisen, den 
alten Gegensatz zwischen Quellungs- und Oberflächen- 
spannungstheorie auszugleichen. 


Ich komme zu dem Schlußergebnisse, daß die Säure- 
quellungstheorie in ihrer neuen Formulierung, die ich 
derselben zu geben versucht habe, unter den gegenwärtig in 
Diskussion stehenden Hypothesen über das Wesen des Kon- 
traktionsvorganges mir diejenige zu sein scheint, welche mit dem 
vorliegenden Beobachtungsmateriale am besten übereinstimmt. 
Ich wiederhole an dieser Stelle, daß ich weit davon entfernt bin, 
sie für bewiesen zu halten und daß ich mir der ungeheuren Lücken 
unserer Erkenntnis auf diesem Gebiete voll bewußt bin. Immer- 
hin aber glaube ich berechtigt zu sein, diese Hypothese als 
Arbeitshypothese in Diskussion stellen zu dürfen. 





At 


Physikalisch-ehemische Untersuchungen an 
Körperflüssigkeiten. II. 


Der Zustand des Zuckers im Serum. 


Von 
Stefan Ruszuyäk. 


(Aus der III. mediz. Klinik Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Oktober 1920.) 


Die Frage, ob der Zucker im Serum ganz oder teilweise in 
kolloidalem Zustande vorhanden ist, hat heute schon eine große 
Literatur. Trotzdem anscheinend die Mehrzahl der Untersucher 
den Standpunkt vertritt, daß kolloidaler Zucker im Serum nicht 
vorhanden ist, tauchen doch von Zeit zu Zeit auch entgegen- 
gesetzte Ansichten auf. Es wird hierbei weniger an die Existenz 
von wirklich kolloidalem Zucker gedacht, als eher an eine Bindung 
des Zuckers an andere hochmolekulare Stoffe. So behauptet die 
bekannte Jekorintheorie eine Bindung an Lecithin, während 
neuere Untersucher eine Bindung an Eiweißkörper annehmen. 
Die Frage wurde mit Hilfe der verschiedensten Methoden be- 
arbeitet, ohne daß bis jetzt eine einwandfreie Lösung des Problems 
erreicht worden wäre. Während des Arbeitens mit einem Bech- 
holdschen Ultrafilter fiel es mir auf, wie wenig bisher diese, zur 
Klärung der Sachlage hervorragend geeignete Methode benützt 
wurde, trotzdem Bechhold schon vor langen Jahren hierauf die 
Aufmerksamkeit gelenkt’hat!),. Nur Hamburger und Brink- 
mann erwähnen kurz?), daß sie bei der Ultrafiltration von Serum 
keinen Unterschied im Zuckergehalte des Serums und des Filtrates 
gefunden haben. Ich beschäftige mich seit längerem mit dieser 
Methodik und bin dabei in einer Reihe von Untersuchungen 
zu einem anderen Resultat gelangt. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sollen hier kurz mitgeteilt werden. ` 


1) Bechhold, diese Zeitschr. 6, 407. 
2) Hamburger und Brinkmann, diese Zeitschr. 88, 103. 
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Methodik. 


Ich arbeitete mit Serum und Plasma (Hirudin) von Kranken 
mit normalem Blutzuckergehalt, mit Hyperglykämie ohne Glykos- 
urie und von einigen Fällen von Diabetes mellitus. 20—40 ccm 
der Flüssigkeit wurde in einem Bechholdschen Apparate, durch 
ein Kollodiumfilter (7%, %) mittels eines Oxygendruckes von 
10—12 Atmosphären ultrafiltriert. Die Bestimmung des Zuckers 
geschah immer mit Hilfe des Bangschen Mikroverfahrens; be- 
stimmt wurde der Zucker sowohl im Originalserum resp. Plasma, 
wie auch im Ultrafiltrat und gewöhnlich auch in dem über dem 
Filter verbliebenen Ultrafiltrationsrest (in den Versuchsproto- 
kollen mit ‚Rest‘ bezeichnet). Die unten angeführten Zahlen 
sind die aus Parallelbestimmungen berechneten Mittelwerte und 
bedeuten die Zuckermengen in 100 g Serum oder Plasma. 


Versuchsergebnisse. 


1. Fälle mit normalem Blutzuckergehalt 








Zuckergehalt 
Flle |. —  —.—  — — — 

ı Serum | Filtrat | Differenz | Rest 
Rein 0,095 | 0,082 :  —0,013 | 0,101 
Cser 0,096 0,045 0051 | 0113 
Hel 0088 | 007 | OM — 
Grünv 0097 | omg | —0019 = 
Bogd 0081: 0,065 ` —0,016 0,090 

ı Plasma | Filtrat | Differenz | Rest 
Som. 22.101201 | 0068 | —0,033 | Ou 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß in jedem Falle der Zucker- 
gehalt des Filtrates hinter dem Zuckergehalt der Ausgangssub- 
stanz zurückbleibt. Die Differenz ist in manchen Fällen be- 
trächtlich, in anderen weniger groß, doch ist sie immer vor- 
handen. Eine solche Differenz beweist aber noch nicht, daß ein 
Teil des Zuckers in nicht diffusiblem Zustande vorhanden wäre. 
Zunächst muß daran gedacht werden, daß das Filter selbst 
Zucker adsorbiert. Versuche mit reinen Zuckerlösungen haben 
ergeben, daß diese Annahme nicht zutrifft, was schon aus jenem 
Umstande ersichtlich ist, daß im Ultrafiltrationsrest sich ein 
größerer Zuckergehalt findet, als in der Originalsubstanz. Es 
bleibt also nichts übrig, als anzunehmen, daß ein Teil des Zuckers, 
oder sagen wir vorsichtiger der reduzierenden Substanzen, nicht 
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durchs Filter geht, d. h. im Serum in einem kolloidalen Zustand 
vorhanden ist. Da Hamburger und Brinkmann keine 
näheren Angaben über ihre Methodik und ihre Ergebnisse machen, 
bin ich nicht in der Lage beurteilen zu können, warum sie zu 
einem entgegengesetzten Resultate gekommen sind. 


Aus den Arbeiten Polänyis geht hervor!), daß in eiweißhaltigen 
Lösungen ein Teil des Wassers an die Eiweißmoleküle gebunden wird und 
daß dieser Teil des Wassers an der Lösung von Krystalloiden nicht teil- 
nimmt („nichtlösender Baum"), Daraus folgt, daß im Dispersionsmittel 
(im ‚‚freien‘‘ Wasser) die tatsächliche Konzentration der Krystalloide eine 
größere ist, als die auf das ganze Volumen berechnete Konzentration. Bei 
der Ultrafiltration erhält man im Ultrafiltrat das reine Dispersionsmittel 
und ich konnte demgemäß in einer früheren Arbeit nachweisen?), daß tat- 
sächlicb im Ultrafiltrate die Chloridkonzentration eine höhere ist, als im 
Originalserum oder Plasma. Die als Rest-N bezeichneten Krystalloide des 
Blutes verhalten sich ebenso, wie aus demnächst mitzuteilenden Versuchen 
(gemeinsam mit Hetenyi) hervorgeht. Es wäre ganz unwahrscheinlich, 
wenn man annchmen wollte, daß sich der Zucker prinzipiell anders verhält, 
und so müßte man eigentlich für den Fall, daß die gesamte reduzierende 
Substanz filtrierbar wäre, eine höhere Zuckerkonzentration im Ultrafiltrate 
erwarten als im dazugehörigen Serum oder Plasma. Da die Versuche, wie 
wir eben gesehen haben, ein gerade entgegengesetztes Ergebnis lieferten, 
muß die nicht filtrierbare Zuckermenge noch größer sein als die einfache 
Differenz zwischen dem Zuckergehalt des Serums und des Filtrates. Da 
der nichtlösende Raum sich mit Hilfe der Formel von Polanyi aus dem 
Chlorgehalte des Serums und des Uitrafiltrates (Dispersionsmittels) berechnen 
läßt, kann auf diese Weise der nicht filtrierbare Teil der reduzierenden Sub- 
stanz in seiner wirklichen Größe bestimmt werden. 


2. Fälle mit Hyperglykämie ohne Glykosurie. 


| Ä ` Zuckergehalt 











Fälle m — e ——— 
| Serum | Filtrat | Differenz | Rest 
Adanı | onmo "wei | 0.06 Lo 
Akacs 0,139 0,105 0,054 © — 
Tol i | 0,144 | 0,108 — 0,036 0.175 
| Plasma | Filtrat | Differenz Rest 
He... 01 ; 0104 | -0089 ` an 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, besteht auch bei diesen 
Fällen eine ähnliche Differenz im Zuckergehalte des Ultra- 
filtrates und des dazugehörigen Serums oder Plasmas, wie bei 


1) Polänyi, diese Zeitschr. 104, 237. 
2) Diese Zeitschr. 110, 60. 
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den normalen Fällen. Die Differenz ist von derselben Größen- 
ordnung, steigt also nicht mit dem Zuckerspiegel des Blutes, 
so daß das Ausbleiben der Glykosurie in diesen Fällen nicht auf 
eine Vermehrung des „gebundenen“ Zuckers bezogen werden kann. 


3. Fälle mit Diabetes mellitus. 











Saji | D ra nn 
= l Serum _ Serum | ` Filtrat Differenz Rest 
Bodo 0,283 0219 0034 | 
Haas 0,365 0,331 — 0, 034 | 0.395 
Find 0,234 | 0,152 — 0, .082 
Plasma | Filtrat | Differenz | Rest 
o De 0,596 0,520 | 0,076 | 0,616 


Also auch hier dasselbe Verhalten. Es ist interessant, daß 
trotz der manchmal enormen Blutzuckerwerte die Menge der 
nicht filtrierbaren reduzierenden Substanz nicht zunimmt; 
dieses Verhalten legt die Vermutung nahe, daß es sich hierbei 
nicht um Zucker handeln kann. 


Zusammenfassung. 


Bei der Ultrafiltration durch Kollodiumfilter erweist sich 
ein Teil der reduzierenden Substanz des Blutes als unfiltrierbar, 
d.h. kolloidal. Die Menge dieses Teiles ist von der Höhe des 
Blutzuckerspiegels unabhängig. 

Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob dieser kolloidale 
Anteil der reduzierenden Substanz ein Kohlenhydrat ist oder ` 
nicht, und ob er nicht vielleicht mit der sog. Restreduktion 
‚identisch ist. 


Physikalisch-chemische Untersuchungen an 
Körperflüssigkeiten. III. 
Der Zustand des Reststickstoffs. 


Von 
Stefan Rusznyák u.d Géza Hetenvi. 


(Aus der III. mediz. Klinik Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Oktober 1920.) 


Unter Rest-N wird bekanntlich die Menge der nicht Tall. 
baren, nitrogenhaltigen Verbindungen des Serums verstanden. 
Diese Definition sagt natürlich nichts darüber aus, ob im un- 
veränderten Serum ebenfalls dieselben Mengen dieser Substanzen 
vorhanden sind. In einem Kolloid-Krystalloid-Gemisch, wie es 
das Serum darstellt, sind die Verhältnisse bei der Koagulation 
derart verwickelt, daß man nur schwer mit Bestinmtheit sagen 
kann, ob die ausfallenden Kolloide Krystalloide mit sich reißen, 
oder im Gegenteil solche erst während der Koagulation, durch 
Zerstörung von Eiweiß-Krystalloid-Verbindungen, frei werden. 
Zur Entscheidung ähnlicher Fragen kann oft die Ultrafiltration 
mit gutem Erfolg benützt werden; wir haben uns deshalb ent- 
schlossen, das erwähnte Problem mit dieser Methodik zu unter- 
suchen. | 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der folgenden 
Tabelle niedergelegt. Die Technik der Ultrafiltration war die- 
selbe, wie sie durch einen von uns in den früheren Mitteilungen 
geschildert worden ist. Zur Bestimmung des Rest-Nitrogens 
bedienten wir uns des Bangschen Mikroverfahrens. Untersucht 
wurde das Serum von 4 Nierenkranken. 





Fälle I —- 
li Serum Filtrat | Rest 
Kurucz | 0,175 | 0.205 | — 
Löwi .. 0,079 0,089 | 0,062 
Horm... | 0,147 0,152 0,116 
Bebek .. | 0,083 0,099 0,074 
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Die Zusammenstellung zeigt, daß im Ultrafiltrate der Rest- 
Nitrogen-Gehalt höher ist als im dazugehörigen Serum und im 
Gegensatz hierzu im Ultrafiltrationsrest geringer. Diese im ersten 
Augenblick auffallende Tatsache klärt sich sofort auf, wenn man 
sich an das Verhalten der Chloride unter denselben Verhält- 
nissen erinnert!). Auch die Chloride haben im Ultrafiltrate eine 
höhere und im Rest eine niedrigere Konzentration als im Serum. 
Diese Tatsachen finden ihre Erklärung durch die Versuche 
Polänyis?), der nachweisen konnte, daß in eiweißhaltigen 
Lösungen nicht das ganze Wasser an der Lösung der Krystalloide 
teilnimmt, sondern auch ein ‚nicht lösender‘‘ Raum vorhanden 
it. Dadurch sind im übrigen Teil des Wassers, im ‚Dispersions- 
mittel“ (hier = Ultrafiltrat) die Krystalloide in einer höheren 
Konzentration vorhanden als in der gesamten Lösung. 

Aus unseren Versuchen folgt, daß das Rest-Nitrogen im 
Serum tatsächlich in seiner Gänze im krystalloiden Zustande vor- 
handen ist und daß sich der sog. „nicht lösende Raum“ auch auf 
das Rest-Nitrogen bezieht. 


!) Rusznyák, diese Zeitschr. 110, 60. I. Mitteilung. 
?) Polanyi, diese Zeitschr. 104, 237. 


Zur Oligodynamie des Silbers. 
III. Mitteilung. 


Von 
R. Doerr. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universität Basel.) 
(Eingegangen am 20. Oktober 1920.) 


I. Regeneration der zellschädigenden Eigenschaft metallischen 
Silbers dureh Einwirkung der Luft. 


Metallisches Silber verliert — wie ich in meiner letzten Mit- 
teilung zeigen konnte — seine zellschädigenden (bactericiden und 
hämolytischen)!) Wirkungen, wenn man dasselbe so stark in der 
Flamme des Bunsenbrenners glüht, daß es an den Rändern zu 
schmelzen beginnt. Da alles Silber bei seiner Gewinnung einen 
Schmelzofen passiert, muß es ursprünglich unwirksam gewesen 
sein und kann die zellschädigenden Eigenschaften erst während 
seiner Existenz als gewalztes oder geprägtes Silber erworben haben. 
Es ist daher nicht weiter merkwürdig, daß man unter Umständen 
auf Sorten von Silberdraht oder Silberblech stößt, welche weder 
das Bakterienwachstum hemmen noch auch Erythrocyten lösen; 
es handelt sich hier eben um Proben, bei denen die Veränderung 
der oberflächlichen Schichten noch nicht zustande kommen konnte 
und die sich durch ihr blankes, spiegelndes Aussehen von ,,oligo- 
dynamisch“ aktiven, matt angelaufenen oder verfärbten Metall- 

1) Die Entstehung hämolytischer Zonen um Metallstücke, welche 
in Blutagarplatten eingebettet oder auf die Oberfläche derselben aufgelegt 
sind, hat zuerst S. Wollmann (Wien. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 35) 
beschrieben und betont, daß Metalle, welche auf Blutplatten nicht wirken 
(Pt, Au), auch Bakterien nicht abtöten oder im Wachstum hemmen. Neuer- 
lich erwähnt wurde die Metallhämolyse von W. Hausmann (Strahlen- 
therapie 9. 1919) und von mir (diese Zeitschr. 10%, 217). Die Ansprüche 


auf die Priorität der Beobachtung, welche Heß und Reit ler (Mediz. Klinik, 
1920) erheben, sind daher unbegründet. 
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stücken unterscheiden. Ebenso verständlich erscheinen die relativ 
starken Effekte alter, abgenutzter Silbermünzen und die oligo- 
dynamische Superiorität gewisser leicht angreifbarer Metalle (Cu) 
über andere, welche den verschiedenen chemischen Einflüssen 
der Umgebung widerstehen. | 

Ein Beweis für die Richtigkeit dieser Auffassung könnte er- 
bracht werden, wenn es gelänge, durch Glühen unwirksam ge- 
wordenes Silber durch bloßes Stehen an der Luft zu regenerieren. 
Das ist nun in der Tat möglich, wie aus folgendem Versuch erhellt. 


Versuch: Ein größeres Stück Silberblech wurde bis zur Weißglut 
erhitzt und in kleine Streifen zerschnitten. 

Diese Streifen, in Petrischalen gelegt und mit typhusbeimpftem 
Nähragar übergossen, hemmten das Wachstum der Typhusbacillen nicht; 
es bildete sich um das Metall keine keimfreie Zone. Vor dem Glühen war 
die Wirkung deutlich, und der klare, wachstumsfreie Hof besaß eine Breite 
von ca. 3 mm. 

Von den geglühten Streifen blieb die eine Hälfte in ausgeglühter 
Porzellanschale in der Zimmerluft stehen, die andere wurde in ein mit 
Paraffinum liquidum gefülltes Gefäß versenkt. Nach 10, 52 und 164 Tagen 
wurden je zwei an der Luft liegende und zwei unter Paraffinabschluß befind- 
liche Streifen aus den Gefäßen entnommen, das Paraffin von der Silber- 
fläche durch Abspülen mit Wasser und leichtes Abtrocknen entfernt, und je 
ein Streifen in einer Petrischale mit typhusbeimpftem Nähragar übergossen. 

Nach 10- und 52-tägigem Stehen war keine Differenz gegenüber dem 
Verhalten des frisch geglühten Silbers nachweisbar, d. h. es bildeten sich 
keine keimfreien Höfe um die Metallstreifen. Nach 164 Tagen aber ent- 
stand um die der Luft exponiert gewesenen Ag -Streifen eine 
4 mm breite, völlig wachstumsfreie Zone, während die unter Paraffin 
gehaltenen Ag-Stücke nach wie vor keine Spur von Bakterienschädigung 
entfalteten. 


II Steigerung der Bacterieidie oligodynamischer Lösungen. 

Läßt man Silberdrähte oder Silberplatten bei Zimmer- 
temperatur mit destilliertem Wasser stehen, so erhält man Lö- 
sungen, welche Typhusbacillen bei vierstündiger Einwirkungs- 
dauer abtöten, vorausgesetzt, daß die eingesäte Bakterienmenge 
nicht zu groß war. Derartige Lösungen kann man mit destilliertem 
Wasser auf das Doppelte, selten auch noch auf das Vierfache 
verdünnen, ohne daß die bactericide Eigenschaft bei Einhaltung 
identischer Versuchsbedingungen verschwindet: meist bewirkt die 
vierfache Verdünnung nur mehr eine Wachstumsverzögerung, die 
bei der achtfachen Verdünnung, wenn überhaupt, bloß noch an- 
deutungsweise in Erscheinung tritt. Bei Verwendung von NaCl 
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(0,8526) als Verdünnungsflüssigkeit wird diese obere Grenze weit 
früher erreicht (lonenantagonismus), oft schon bei doppelter 
Diluition. 

Die Erklärung für diese Tatsache könnte zunächst darin 
gesucht werden, daß die Substanz, welche von der Metallober- 
fläche an die umspülende Flüssigkeit abgegeben wird, so wenig 
wasserlöslich ist, daß höhere Konzentrationen als die beobachteten 
nicht zu erzielen sind. Diese Annahme steht aber in Widerspruch 
mit der Möglichkeit, das durch Silberkontakt bactericid ge- 
wordene Wasser durch partielles Abdampfen des Lösungsmittels 
auf 1/ des Ausgangsvolums einzuengen und dabei gleichzeitig 
die bactericide Wirkung auf das Achtfache zu erhöhen. Ich habe 
ein solches Experiment (in dieser Zeitschrift 106, 119) beschrieben, 
bei welchem schließlich eine „oligodynamische‘“ Lösung gewon- 
nen wurde, welche mit destilliertem Wasser auf das 32fache, 
mit 0,85% NaCl auf das 16fache verdünnt werden konnte, ohne 
daß die desinfektorische Leistung auf Null herabgemindert wurde. 

Der Grund muß daher ein anderer sein. Wenn meine Auf- 
fassung richtig ist, daß an frei zutage liegenden Silberflächen 
durch den Luftsauerstoff oder durch H-Ionen Verbindungen ent- 
stehen, welche wasserlöslich sind und als die Träger der oligo- 
dynamischen Wirkung betrachtet werden müssen, dann kann 
natürlich ein Metallstück von bestimmter Oberfläche einem be- 
stimmten Wasserquantum nur einen begrenzten Grad von keim- 
tötender Kraft verleihen; sind einmal alle löslichen Silberverbin- 
dungen, welche dem Silberstück auflagern, de facto gelöst, so ist 
gleichzeitig auch der bactericide Grenzwert erreicht, und die von 
der Konzentration der wirksamen Silberverbindung abhängige 
Desinfektionskraft kann nicht weiter zunehmen, mag das Silber 
auch noch so lange im Wasser belassen werden. Dieser Sach- 
verhalt läßt sich leicht experimentell verifizieren und spricht 
wie viele andere Argumente dafür, daß nicht das Silber als solches 
in Lösung geht. Die Gegenprobe des Versuches kann in zwei 
Richtungen angestellt werden. Erstens muß man imstande sein, 
durch Entfernen des von seinen löslichen Oberflächenverbindungen 
befreiten Silbers und durch Ersatz desselben durch andere, durch 
Wasserkontakt noch nicht erschöpfte Stücke die Bactericidie 
(gemessen an der noch keimtötenden Grenzverdünnung) zu er- 
höhen; zweitens aber müssen die Silberstücke, welche genügend 


Öligodynamie des Silbers. III. 61 


lange in Wasser gelegen hatten und ihre löslichen Oberflächen- 
verbindungen gänzlich abgegeben haben, außerstande sein, neue 
Wassermengen ‚„oligodynamisch“ zu machen. Beides trifft zu. 
Allerdings wird man sehr bedeutende Steigerungen der desinfek- 
torischen Stärke einer oligodynamischen Ag-Lösung durch Ein- 
legen immer neuer bzw. ungebrauchter Silberflächen von vorn- 
herein nicht erwarten können. Nehmen wir z.B. an, 100 eem 
destilliertes Wasser wären durch 200 qcm Silberfläche so bac- 
tericid geworden, daß sie eine gemessene Menge 'Typhusbacillen 
noch in zweifacher Verdünnung in vier Stunden abtöten, so braucht 
man, um den doppelten bactericiden Wert (Verdünnbarkeit auf 
das Vierfache) zu erreichen, abermals 200 qem, für eine neuer- 
liche Verdoppelung (Wirksamkeit der achtfachen Verdünnung) 
jedoch 400, für die nächste Verdoppelung (16fache bactericide 
Verdünnung) bereits 800 qem Silberfläche usf. Hier werden also 
einfacheren Versuchsanordnungen alsbald Schranken gezogen; 
aber die Resultate gestalten sich doch so, daß sie über das Wesen 
der Vorgänge kaum einen Zweifel gestatten. 

Versuch: 1. Am 30. März wurden 180 gem Silberfläche (90 qem Silber- 
blech) mit 150 ccm Aq. dest. in einem sterilen und reinen Glaskolben an- 
gesetzt. Am 1l. Juni, also nach zweimonatlichem Stehen, wurde der bac- 
tericide Wert des Wassers bestimmt und zwar derart, daß in eine Reihe 
steriler Eprouvetten je beem Flüssigkeit eingefüllt wurde; in die 1. Eprouvette 
kam die konzentrierte „oligodynamische“ Lösung, in die 2. Eprouvette 
die aufs doppelte, in die 3. die aufs 4fache verdünnte usw., wobei als Ver- 
dünnungsflüssigkeit destilliertes Wasser benutzt wurde. Die beiden Kon- 
trollröhrchen enthielten je 5ccm destilliertes Wasser. Jedes Röhrchen 
beschickte ich sodann mit 0,02 ccm einer dichten Typhusbacillenemulsion 
(1 Schrägagar, abgeschwemmt mit 7 ccm 0,85%, NaCl); nach 4stündigem 
Stehen wurde eine sehr große Öse jeder Eprouvette entnommen und auf der 
Oberfläche eines Schrägagarröhrchens ausgebreitet. Die Ablesung (Fest- 
stellung des Wachstums) erfolgte nach 24stündigem Aufenthalt im Ther- 
mostaten. In den folgenden Tabellen bedeutet Null" das Ausbleiben des 
Wachstums, also Abtötung der Typhusbacillen durch die betreffende Ver- 
dünnung der oligodynamischen Ausgangslösung, „v‘“ bedeutet vereinzelte 
Kolonien, „m. r.““ mäßig reichliche, ‚‚r.“ reichliche Kolonien. Die Auswertung 
vom 1. Juni ergab: 


Verd. der oligodyn. Lösung: Wachstumsprobe: 
konzentriert : Null 
1:2 : Null 
1:4 : reichlich 
1:8 : 


2) 


beide Kontrollen: 


sn 
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Versuch 2: Nun wurden am 1. Juni zu der oligodynamischen Lösung, 
welche in einen neuen sterilen Glaskolben überleert wurde, 96 qcm Ag- 
Fläche zugesetzt (Kolben I); das erschöpfte Silber kam mit 100 ccm Ag. 
dest. in den Kolben II. Am 8. Juni erfolgte eine zweite Titration der Bac- 
tericidie mit nachstehendem Resultat: 


Kolben I. Kolben 11. 
konzentriert i Null reichlich 
1:2 : Ss S 
1:4 3 Null „ 
1:8 : mäßig reichlich SS 
1:16 : reichlich PR 

beide Kontrollen : e m 


Die Bactericidie hatte also zugenommen. Obwohl die erste Menge 
Silber zwei Monate mit dem Wasser gestanden hatte, war nur eine Verdün- 
nung aufs Doppelte ohne Aufhebung der bactericiden Wirkung erreichbar; 
nach Zufügen von 96 qem Ag-Fläche und bloß 8tägigem Stehen war die 
bactericide Kraft auf mehr als das Doppelte (vermindertes Wachstum 
nach 4stündigem Verweilen in der 8fachen Verdünnung, totale Abtötung 
durch die 4fache Verdünnung) gestiegen. 

Versuch 3: Die Wiederholung der Prozedur (Entfernung der alten 
Silberflächen und Ersatz durch neue; Einlegen des alten Silbers in frisches 
Wasser) wirkte ganz analog. 


Kolben III. Kolben IV. 
konzentriert S Null mäßig reichlich 
1:2 : e reichlich 

1:4 ; ge d 
1:8 : ge M 
1:16 : vereinzelt en 
l1: 32 : reichlich 5 
beide Kontrollen : ge Ge 


Versuch 4: Der dritte Wechsel der Silberflächen am 17. August 
änderte die bestehenden Verhältnisse nur minimal. 


Versuch 5: Am 23. August legte ich daher in das oligodynamische 
Wasser, dessen Volum infolge der wiederholten Probeentnahme zwecks 
Ermittelung der Bactericidie auf 100 ccm gesunken war, größere Silber- 
flächen (insgesamt 350 gem); die Reduktion der Wassermenge und die 
große dem Lösungsmittel dargebotene Fläche zeitigten das erwartete Er- 
gebnis und trieben den „bactericiden Titer‘‘ derart in die Höhe, daß sich 
nunmehr die 16fache Verdünnung als desinfizierend, die 32fache 
als entwicklungshemmend erwies. 


Ob sich auf diesem Wege schließlich keimtötende Lösungen 
herstellen lassen, welche hinsichtlich ihrer Desinfektionskraft den 
Lösungen bekannter Silberverbindungen völlig gleichen, muß 
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einstweilen fraglich bleiben, um so mehr, als es ja nicht aus- 
geschlossen ist, daß sich am zellschädigenden Endeffekt außer 
einer prävalierenden Substanz (z.B. Ag,O) auch andere nach 
Art und Menge wechselnde Nebenprodukte (fettsaure Silber- 
salze od. dgl.) beteiligen, oder daß von den Silberflächen Stoffe 
in Lösung gehen, welche zwar für das Zelleben bland sind, die 
aber die Lösungsverhältnisse für die wirksame Komponente 
modifizieren. Wesentlich sind jedenfalls die Annäherungen an 
die konzentrierte Ag,O-Lösung, wie ich sie durch Vergrößerung 
bzw. Erneuerung der Silberflächen oder durch Eindampfen zu 
bewerkstelligen vermochte; konzentrierte Ag,O-Lösung darf mit 
destilliertem Wasser auch nicht mehr als 150fach, mit 0,85 proz. 
NaCl gar nur achtfach diluiert werden, wenn bei dem hier an- 
gewendeten Prüfungsmodus noch eine gänzliche Verhinderung 
des Wachstums von Typhusbacillen erreicht werden soll. 


III. Alsonderung von Bakterienarten aus Bakteriengemengen 
durch metallisches Silber. 


Um zu beobachten, wie verschiedene Bakterienarten auf 
einen identischen ‚‚oligodynamischen“ Einfluß reagieren, schnitt 
ich aus einem Stück Silberblech Streifen, legte jeden Streifen in 
eine Petrischale und übergoß ihn mit flüssigem Nähragar, den 
ich vorher mit Emulsionen aus frischen Reinkulturen infiziert 
hatte. Alle Schalen blieben dann bei Zimmertemperatur 4 Stunden 
stehen und wurden hernach 18 Stunden bei 37° C bebrütet; die 
Einhaltung bestimmter Zeiten und Temperaturen ist dabei von 
größter Bedeutung, falls man vergleichbare Werte bekommen 
will. Es läßt sich leicht nachweisen, daß die keimfreien Zonen 
viel breiter werden, wenn man die Platten nicht sofort nach dem 
Erstarren in optimale Wachstumstemperaturen bringt, sondern 
geraume Zeit bei 15°C oder gar im Kühlschrank und erst dann 
bei 37° C hält. Offenbar haben die von den Ag-Flächen in Lösung 
gehenden Verbindungen im letzgenannten Falle Zeit, in die Agar- 
gallerte weiter hineinzudiffundieren und wirken stärker hemmend 
oder abtötend, wenn die Vermehrung noch nicht eingesetzt hat, 
als wenn sie sich schon in vollem Gange befindet. 

Bei einem solchen Versuch fiel auf, daß der keimfreie Hof 
bei Bac. coli comm. 3 mm, bei Typhusbacillen nur 1,5 mm breit 
war. Da es sich um absolut identische Bedingungen handelte, 
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durfte angenommen werden, daß sich bei Beimpfung des über 
das Silberblech ausgegossenen Agars mit Bac. coli und Typhus- 
bacillen folgendes Bild ergeben haben würde: 1. unmittelbar 
um das Ag- Blech eine schmale keimfreie Zone; 2. da- 
ran anschließend ein 1,5 mm breiter Streif, der aus- 
schließlich durch Typhuskolonien gebildet wird und 
3. in einer Distanz von 3 mm vom Rand des Silbers 
gemessen die dichte Durchwucherung der Agargallerte 
von Kolonien beider Bakterienarten. Das trifft denn 
auch, wie viele Experimente dieser Art bewiesen, bei Beachtung 
einiger Kautelen stets zu; keimfreier Hof, Typhuszone und das 
umgebende Territorium des Koloniengemenges setzen sich von- 
einander schon makroskopisch deutlich ab, und bei der Betrach- 
tung mit dem binokulären Mikroskop sind die Grenzmarken noch 
viel schärfer ausgeprägt, da die Typhuskolonien kleiner und trans- 
parenter erscheinen als die Coli-Kolonien und in auffallendem 
Lichte fast verschwinden. © 

Schneidet man mit einem geeigneten Instrument ein Stück- 
chen Nährboden aus der Typhuszóne heraus und überträgt das- 
selbe in sterile Bouillon, so entwickelt sich oft eine Reinkultur 
von Typhusbacillen; mit der gleichen Prozedur erhält man aus 
den außerhalb der Typhuszone gelegenen Nährbodenbezirken 
immer nur Kulturen von Bact. coli. Sehr prägnant lassen sich 
die Differenzen zur Ansicht bringen, wenn man die heraus- 
geschnittenen Stückchen in sterilen Reibschalen mit Bouillon 
verreibt und von den resultierenden Aufschwemmungen eine Öse 
auf eine entsprechend große Endoplatte ausstreicht. Aus der 
Typhuszone wachsen nur ab und zu einige Coli-Kolonien; aus 
den ‘äußeren Partien der Platte gelingt es umgekehrt nur mit 
Mühe, auf diese Art Typhuskolonien unter den überwuchernden 
Koliansiedelungen aufzufinden und isoliert abzuimpfen. 

Das Phänomen läßt sich noch durch Zusatz von Milchzucker 
zum Nährboden beträchtlich verstärken. Es war ja von vorn- 
herein nicht unwahrscheinlich, daß das differente Verhalten von 
Typhus und Koli gegenüber den Silberstreifen auf quantitative 
Unterschiede zu beziehen sein könnte, welche im Vermögen der 
beiden Arten, aus Zucker Säure zu bilden, hervortreten. Zucker- 
haltig ist ja bekanntlich jeder Nähragar, wenn er nicht speziell 
von Zucker befreit wird; und daß H-Ionen mit der Entstehung 
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„oligodynamischer‘‘ Eigenschaften gediegener Metalle zu schaffen 
haben, konnte ich dadurch nachweisen, daß ich geglühte, unwirk- 
sam gewordene Silberflächen durch Säure zu regenerieren imstande 
war. Wenn aber die Säureproduktion aus fermentiertem Zucker 
im Spiele war, so mußte sich die beschriebene Erscheinung bei 
Verwendung von Zuckerarten akzentuieren, welche von Koli stark, 
von Typhusbacillen überhaupt nicht gespalten werden. In der 
Folge wurde daher nur mehr Milchzuckeragar für diese Zwecke 
herangezogen. 

Die Prüfung von 24 Kombinationen aus 8 Typhusstämmen 
und 3 Koliarten lieferte immer wieder diese innere, nur aus 
Typhuskolonien bestehende Zone; die sozusagen mechanische 
Isolierung der Typhusbacillen durch Herausschneiden von 
Agarteilen aus diesem streifenartigen Bezirk stieß nie auf irgend- 
welche Schwierigkeiten. Nur ein Kolistamm verhielt sich ab- 
weichend;; seine genauere Untersuchung ergab, daß er auf Endo- 
agar in farblosen Kolonien wuchs und keine Enzyme für Milch- 
zucker erzeugte, so daß auch diese scheinbare Ausnahme den 
Zusammenhang zwischen Säureproduktion und oligodynamischer 
Empfindlichkeit bestätigte. | 

Paratyphusbacillen der Gruppe A oder B fermentieren den 
Milchzucker nicht. Sie verhielten sich dementsprechend Koli- 
bakterien gegenüber genau wie Typhusbacillen, d. h. sie wuchsen 
in einer Zone um das Silbermetall, in welcher Kolibacillen nicht 
nur nicht wuchsen, sondern geradezu abgetötet wurden, da ja 
Stückchen aus dieser Zone auf neue Nährböden verpflanzt kein 
Koliwachstum, sondern nur oder fast nur Paratyphuskolonien 
lieferten. Selbstverständlich blieb die Erscheinung aus, wenn 
man den Nährboden mit 2 Koliarten oder mit 2 Typhusstämmen 
oder mit Kombinationen von Typhusbacillen mit Paratyphus A 
oder Paratyphus B infizierte. 

Was die Erklärung anbetrifft, hat man zunächst zu berück- 
sichtigen, daß eine Änderung der Nährbodenreaktion durch Zusatz 
von Säure, also: eine Verschiebung der Ionenverhältnisse im 
Sinne eines Überwiegens der H-Ionen tatsächlich die oligodyna- 
mische Wirkung erhöht oder bei der klassischen Versuchsanord- 
nung die Höfe um die Metallstücke verbreitert, bis schließlich 
"die pg-Werte für das Bakterienwachstum so ungünstig werden, 
daß die ganze Platte steril bleibt. 
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Versuch: Zu Röhrchen mit je 10 ccm sterilen gewöhnlichen Nähr- 
agars werden steigende Mengen 1%, Essigsäure (0,05 ccm, 0,1l ccm usw.) 
zugesetzt, nachdem der Agar verflüssigt und auf 45°C abgekühlt wurde. 
Sodann Beimpfung mit 1 gtt. dichter Koliemulsion und Ausgießen in Petri- 
schalen mit je einem Silberstreifen (aus demselben Blech). Ap Z. T., 18h 37° C. 


Menge der Essigsäure Breite der keimfreien Zone: 
0,05 ccm 3 mm 
0,1 „ r 
0,2 „ 10 „ 
0,3 „ Platte steril 


Ändert man aber in diesem Schema nichts außer den Um- 
stand, daß man den mit Essigsäure versetzten Agar mit einem 
Gemenge von Typhus- und Kolibakterien infiziert, so erscheint 
der doppelte Kontur, d.h. die innere Typhuszone nur bei der 
niedersten Säurekonzentration, wo die zugesetzte Säuremenge 
durch die Alkalescenz des Nährbodens neutralisiert wird bzw. 
wo die Pufferwirkung der im Nährsubstrat enthaltenen Salze aus- 
reicht und wo infolgedessen die Säureproduktion durch Fermen- 
tierung des vorhandenen Zuckers zur Geltung kommen kann. 
Schon bei Zusatz von 0,l cem lproz, Essigsäure erscheint die 
keimfreie Zone einfach konturiert und aus den Randpartien 
der bewachsenen Agarfläche herausgeschnittene Teilchen geben 
bei der Aussaat auf Endoplatten ausschließlich oder fast aus- 
schließlich Kolikolonien. 

Freie H-Ionen, welche im Nährboden schon vor der Aussaat 
der Bakterien vorhanden sind und den Übertritt reichlicherer 
Silberverbindungen in die umgebende Agargallerte verursachen, 
schädigen also Typhus- und Kolibacillen in gleicher Weise. Da 
ferner die Typhusbakterien, auch wenn sie allein in den Nähr- 
boden geimpft werden, näher an die Metallstücke heranwachsen, 
während das Wachstum der Kolibacillen erst in weiterer Ent- 
fernung von den Metallrändern beginnt, kann es sich auch nicht 
um eine gegenseitige Beeinflussung beider Bakterienarten im 
engeren Wortsinne handeln. Die Sache dürfte vielmehr so liegen, 
daß die Kolibacillen viel schneller proliferieren, daß sie dabei 
aus dem Zucker des Nährbodens Säure abspalten und daß diese 
Säure ‚„oligodynamisch‘“ aktive Silberverbindungen freimacht, 
welche jedoch von den Bacillen selbst unter Absterben ihres 
Protoplasmas fixiert und dadurch neutralisiert werden, solange ` 
ihre Konzentration nicht zu hoch ist, d.h. also in einiger Ent- 
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fernung von dem‘Metallstück, von welchem aus die Diffusion in 
den Nährboden ausgeht; in dieser Zone können dann Typhus- 
bacillen wachsen. Die Fixierung und Erschöpfung der aktiven 
` Stoffe durch das Protoplasma der absterbenden Mikroben wurde 
ja direkt beobachtet, u.a. von Salus, der in den Leibern von 
oligodynamisch abgetöteten Mikroben schwarze Körnchen aus 
reduziertem metallischen Silber sah und konstatierte, daß die 
baktericide Wirkung „aktivierter‘‘ Flüssigkeiten durch Einsaat 
von empfindlichen Mikroben abnimmt und endlich auf Null 
reduziert wird, daß also mit der Vernichtung der Zellen ein Ver- 
brauch der chemischen Träger der oligodynamischen Effekte 
einhergeht. | 

Es sind übrigens weitere Untersuchungen (mit Nährböden 
von verschiedener ‚Reaktion, mit alkalibildenden Bakterien usw.) 
im Gange, um den Mechanismus der vorstehend beschriebenen 
Erscheinungen zu studieren. 

Daß sich auf dieses Phänomen Methoden aufbauen lassen, 
mit deren Hilfe bestimmte Bakterien von ihren gewöhnlichen 
Begleitmikroorganismen getrennt werden können, ist sehr wahr- 
scheinlich. Zunächst würde es sich um Isolierungen von Bakterien- 
arten handeln, welche sich hinsichtlich ihres Fermentationsver- 
mögens für eine bestimmte Zuckerart bzw. hinsichtlich der Säure- 
produktion aus diesem Kohlenhydrat unterscheiden, also z.B. 
um Scheidung von Gemischen, welche aus Typhus-, Paratyphus- 
oder Dysenteriebacillen einerseits und aus Koli andererseits be- 
stehen, in ihre Komponenten. Gerade in dieser Beziehung ver- 
fügt die bakteriologische Technik über mehrere sehr brauchbare 
und eingebürgerte Verfahren (Drigalski-, Endo-, Malachitgrün- ` 
Agar usw.); aber diese Verfahren erleichtern nur die Differential- 
diagnose, sie wirken nicht oder nicht genügend elektiv im Sinne 
einer Anreicherung des gesuchten und einer Unterdrückung des 
begleitenden saprophytischen Keimes. Das letztere geschieht aber 
in der „Typhuszone‘‘, die man beim klassisch-oligodynamischen 
Versuch rund um Metallstücke erhält, welche mit einem mitTyphus- 
und Kolibakterien beschickten zuckerhaltigen Agar übergossen 
wurden. In dieser Form wäre allerdings die Isolierung sehr verein- 
zelter Typhuskeime aus Stuhl od. dgl. kaum praktisch durchführ- 
bar, da der Faktor der Anreicherung fehlt. Ich versuchte daher, 
in Bouillon mit und ohne Traubenzucker Silberblech einzulegen, 
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die Bouillon hierauf mit minimalsten Quanten eines Gemisches 
von Bact. coli und Bact. typhi zu impfen und untersuchte dann 
in verschiedenen Zeitabständen, ob sich Gemische oder Rein- 
kulturen von Bact. coli bzw. Bact. typhi entwickelt hatten 
(Aussaat auf Endoplatten, Agglutination). Zwei derartige 
Experimente glückten, d.h. es wuchsen fast nur 
Typhusbacillen, das Bact. coli wurde unterdrückt. 
Doch konnte ich in der Folge die Versuchsanordnung, bei der 
offenbar ein wesentlicher, noch nicht genau bekannter Faktor 
beteiligt ist, nicht mehr regelmäßig reproduzieren. Die Ermitte- 
lung dieses Faktors dürfte zu einem technisch brauchbaren 
Isolierungs- und Anreicherungsverfahren führen, welches seiner- 
zeit mitgeteilt werden wird. Inzwischen mögen die beiden posi- 
tiven Ergebnisse hier Platz finden. 


Versuch 1: Je4 Röhrchen mit gewöhnlicher und mit 1 proz. Trauben- 
zuckerbouillon wurden mit 3 mm breiten Silberstreifen versetzt, deren 
Länge in den mit I, II, III, und IV bezeichneten Röhrchen 1, 2, 3 und 5 cm 
betrug. Alle Röhrchen wurden mit einer dünnen Aufschwemmung eines 
Gemisches von Bact. coli und Bact. typhi beimpft, AN bei Z. T. und 20ħ bei 
37°C gehalten. Nach dieser Zeit und nach weiteren 26t bei Z. T. wurde je 
eine Öse der Bouillon auf Endoplatten (mit Verdünnungen) aufgestrichen: 
Das Resultat ist aus folgenden Angaben zu entnehmen: 


Gew. Bouillon: Zuckerbouillon: 
I. reichlich Typhuskol., daneben auch viel Coli ` reich), Ty., spärl. Koli 
EK ` e = spärlich Coli ER”: » e 
III. KA KA 9 39 99 LE LK KK) 
IV. + T kein Koli » » kein Koli 


Kontrollröhrchen (ohne Ag. Streif.): ausschließlich Koli. 


Versuch 2: In ein steriles Becherglas kamen 50 ccm sterile Bouillon; 
dann wurde eine größere Menge eines Gemisches von Bact. coli und Bact. coli 
hinzugesetzt und eine Silberplatte von 40 qcm Oberfläche in die Flüssigkeit 
versenkt. Das ganze blieb bei Z. T. stehen; von Zeit zu Zeit erfolgte Probe- 
entnahme einer Öse und Verarbeitung auf Endoplatten. 


Zeit der Entnahme: Kolonien auf Endoagar: 
60 Minuten reichlichst Koli 
2 Stunden 99 sn 
5 LI DI D 
9 5 »» „ 
20, reichlich Ty-Kol., sehr spär- 


liches Koli. 
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Zusammenfassung. 


l. Durch Glühen unwirksam gewordenes Silber gewinnt die 
bactericide und hämolytische Wirkung wieder, wenn es längere 
Zeit an der Luft liegen bleibt. Unter flüssigem Paraffin bleibt 
diese Regeneration aus. Die Regeneration beruht auf der Bildung 
löslicher Silberverbindungen an der Metalloberfläche durch die 
oxydierenden Einflüsse der Atmosphäre. 

2. Eine bestimmte Silberfläche kann einem gegebenen 
Quantum Wasser nur einen bestimmten Grad von zytotoxischer 
Kraft verleihen und ist dann (infolge der Entblößung von lös- 
lichen Stoffen) dieser Kraft beraubt. Dürch wiederholten Zusatz 
neuer mit löslichen Stoffen bedeckter Silberflächen läßt sich die 
zellschädigende Wirkung eines gegebenen Wasserquantums er- 
heblich steigern. Auch diese Erscheinung beweist, daß nicht das 
Silber als solches in (kolloidale) Lösung geht. 

3. Typhus-, Paratyphus-A- und Paratyphus-B-Kolonien ver- 
mögen sich in einer Agarschicht in geringerer Entfernung von 
Silberstücken zu entwickeln als Kolikolonien. Milchzuckerzusatz 
verstärkt die Differenz, welche anscheinend auf dem verschie- 
denen Verhalten beider Bakteriengruppen gegen Zuckerarten und 
der davon abhängigen Säureproduktion beruht. Es gelingt mit 
Hilfe dieses Phänomens leicht, die den Milchzucker nicht fermen- 
tierenden Typhusbazillen und Paratyphusarten von gleichzeitig 
vorhandenem Koli räumlich abzusondern und zu isolieren. Oligo- 
dynamische Anreicherungen von Typhusbazillen in flüssigen 
Nährböden bei gleichzeitiger Unterdrückung von Bact. coli sind 
in vereinzelten Fällen geglückt; doch sind weitere Untersuchungen 
erforderlich, um die beteiligten Faktoren soweit zu eruieren, daß 
ein praktisch brauchbares Verfahren zum Nachweis vereinzelter 
Typhuskeime in kolihaltigem Ausgangsmaterial resultiert. 


u. 


Beitrag zur Kenntnis 
der chemischen Wärmeregulation der Säugetiere. 


II. Mitteilung!). 
Über künstlich erzeugte winterschlafähnliche Zustände an Mäusen, 


Von 
Zoltán Aszódi. 


(Aus dem physiolog.-chem. Institut der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 21. Oktober 1920.) 


Durch Verringerung der Körpertemperatur künstlich her- 
vorgebrachte, dem Winterschlaf ähnliche Zustände an solchen 
Säugetieren, die dem Winterschlaf nicht zu verfallen pflegen, 
sind besonders geeignet zum Studium des merkwürdigen Zu- 
standes, der als Winterschlaf bezeichnet wird. 

Die aus der Literatur bekannten Versuche wurden an Hunden, 
Katzen, Kaninchen, Meerschweinchen nach verschiedenen Me- 
thoden ausgeführt. 


Walther?), Wertheim?) erreichen ihren Zweck dadurch, daß sie 
die Tiere in ihrer Bewegungsfreiheit behindern; Horwath*) durch Ein- 
tauchen in eiskaltes Wasser; Israel’) durch verschiedene Methoden, von 
denen er die Fesselung bevorzugt; Cl. Bernard) durch O,-Entziehung 
oder durch Durchschneiden des Rückenmarkes zwischen dem V. und VI. 
Halssegment; Schiff?) durch intraperitoneale Alkoholeinspritzung; Weg- 
ner 8) durch Berieseln des Bauchfells mit Wasser oder ?/,proz. Kochsalz- 


1) I. Mitteilung. S. Paul Hari, Arch. f. d. ges. Physiol. 130. 1909. 

2) Virchows Archiv 25, 414. 1862. Centralbl. f. med. Wissensch. 
1866, Nr. 17. l 

3) Wien. med. Wochenschr. 1870, 19—23. 

4) Centralbl. f. med.Wissensch. 1871, S. 531. Arch. f. [Anat.u.] Physiol. 
12, 278. 1876. 

5) Arch. f. d. ges. Physiol. 1877, S. 443. 

D Zitiert bei Israel. S. Anmerkung 5. 

7) Zitiert bei Israel. S. Anmerkung 5. 

D Arch. f. klin. Chir. 20, 51. 1876. 
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lösung; Raphael Dubois !), indem er das Blut der Vena portae mit Um- 
gehung der Leber:in die Vena cava inferior überleitet; Winternitz?) 
durch Firnissen des kurzgeschorenen Tieres; Knoll?) durch intravenöse 
Infusion einer 0,6 proz. Kochsalzlösung; Rumpf t), ferner auch Arloing? 
durch Verabreichung von narkotischen Mitteln (Chloralhydrat, Morphin 
Alkohol usw.). 

Zum Studium solcher, dem Winterschlaf ähnlicher Zustände 
wurde ich durch eine zufällige Beobachtung veranlaßt. Im Spät- 
herbst 1918, als die Institutsräume aus Mangel an Heizmaterial 
bereits auf 10—8° C abgekühlt waren, fanden wir eines Morgens 
einige zu anderen Versuchszwecken bereitgehaltene weiße Mäuse 
und Ratten scheinbar verendet oder dem Verenden nahe: die 
Tierkörper waren kalt anzufühlen, die Haare gesträubt, die glanz- 
losen Augen geöffnet: Manche der Tiere wurden kauernd vor- 
gefunden und fielen bei Berührung wie leblos um, andere lagen 
bqwegungslos auf der Seite. Da einige der Mäuse noch spärliche, 
oberflächliche Atembewegungen ausführten, wurde eine Lebens- 
rettung versucht: die Tiere wurden mit einer Lage von Watte 
bedeckt an einen wärmeren Ort gebracht: nach einer halben 
Stunde waren sie frisch und munter wie zuvor. 

Da dieses Experiment sich äußerst einfach, beliebig oft und 
mit demselben Effekt wiederholen ließ, konnte es zu Erfolg ver- 
heißenden Versuchen verwendet werden, in denen hauptsächlich 
der Gaswechsel der Tiere unter variierten Versuchsbedingungen, 
namentlich im erwähnten winterschlafähnlichen Zustande, fest- 
gestellt werden sollte. 


Apparatur und Methodik der Respirationsversuche. 


Als Respirationskammer diente ein Exsiccator von etwa 11 Inhalt 
mit sorgfältig aufgeschliffenem und eingefettetem Deckel, welch letzterer 
zudem noch durch Schrauben niedergehalten, luftdicht schloß. Auf absolute 
Dichtigkeit mußte ich darum bedacht sein, weil ich den Exsiccator, um bei 
verschiedenen Temperaturen arbeiten zu können, mit Gewichten beschwert 
unter Wasser, das in einem weiten und hohen Präparatenglas enthalten 
war, versenkt hatte. 

In sog. Kälteversuchen ließ ich durch das Präparatenglas Leitungs- 
wasser strömen oder setzte Eis hinzu, in Wärmeversuchen wurde der Strom 


1) Compt. rend. 46, 37—38. ` 

2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 33, 286. 1894. 
3) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 36, 305. 1895. 
4) Arch. f. d. ges. Physiol. 33, 538. 1884. 

5) Compt. rend. 89, S. 375. 


72 | E 


in einer elektrisch heizbaren Platte, auf der das Präparatenglas etand, 
eingeschaltet. So war es möglich, die Luft im Exsiccator innerhalb !/, Stde. 
auf 3—4° C abzukühlen, resp. auf 30—31°C zu erwärmen. 

Die zentrale obere Bohrung des Deckels’war durch einen vierfach 
durchbohrten Gummistopfen verschlossen: durch diesen traten Thermo- 
meter, Manometer und je ein Rohr für ein- und austretende Luft. Das 
Tier wurde nicht frei in den Exsiccator eingesetzt, sondern es saß in einem 
möglichst leicht gearbeiteten kleinen Käfig aus Drahtgeflecht, in dem der 
Harn unter Paraffinöl, Kot aber auf einem Drahtgitter ohne Verlust ge- 
sammelt werden konnten. Zu jedem Versuchsbeginn und -ende wurde der 
Käfig samt dem Tiere und den allfälligen Dejekten auf einer analytischen 
Wage auf l mg genau gewogen. 

Die Ventilation wurde durch 2 Mariottesche Flaschen besorgt, konnte 
jedoch, ohne die vollkommene Abserption im Auffangeapparat zu gefährden, 
nicht so weit beschleunigt werden, daß es nicht zu einer Bildung von Kon- 
denswasser gekommen wäre. Ich ventilierte daher eben nur soweit, als 
dem O,-Bedürfnis des Tieres entsprach, und verhinderte die Bildung von 
Kondenswasser durch einen höchst einfachen Griff: auf den Käfig kam 
obenauf ein kleines, flaches, mit CaCl, angefülltes Wägegläschen, das jedes- 
mal mitsamt dem Tiere und dem Käfig gewogen, bei der Wägung aber 
selbstverständlich mit dem eingeschliffenen Glasstopfen verschlossen wurde. 


Ein- und austretende Luft gingen durch je ein Absorptionssystem 
bestehend aus je 2 Gefäßen mit Schwefelsäure, Natronkalk und wieder 
Schwefelsäure; da die Gefäße an der Austrittseite nicht mehr als 30— 80 g 
schwer waren, konnten sie auf der analytischen Wage gewogen werden. 


Auf der Austrittseite stand ein zweites Absogptionssystem bereit, 
so daß durch einige Griffe eine Versuchsperiode abgeschlossen und eine 
zweite begonnen werden konnte. Sollte auch der O,-Verbrauch perioden- 
weise bestimmt werden, mußte natürlich auch der Käfig aus dem Ex- 
siccator gehoben und gewogen werden. 

Auf Dichtigkeit wurde das ganze System durch Blindversuche geprüft, 
die (wie später die eigentlichen Versuche) ca. 8 Stunden lang dauerten. 
In diesen Blindversuchen wurden an der Austrittseite ca. 0,011 g Wasser 
und 0,003 g CO, aufgefangen, also nicht mehr, als dem Wasserdampf- 
und CO,-Gehalt der zu Beginn jedes Versuches in den Exsiccator einge- 
schlossenen Zimmerluft ungefähr entsprach. 

Dadurch, daß das Tier samt den Dejekten auf Img, die Wasser- 
und CO,-Abgabe auf einige 0,l mg genau gewogen werden konnten, war 
auch die Berechnung der O,-Aufnahme und daher auch des respiratorischen 
Quotienten möglich. Daß diese sog. indirekte Bestimmung unter geeigneten 
Versuchsbedingungen — wie es die eben beschriebenen sind — vorzügliche 
Ergebnisse liefern kann, geht unter anderem aus zahlreichen in unserem 
Institut ausgeführten, in absehbarer Zeit mitzuteilenden Versuchen hervor, 
in denen der O,-Verbrauch sowohl durch direkte Bestimmung als auch 
Berechnung festgestellt wurde, und in denen die Ergebnisse bloß durchwegs 
um etwa 2%, voneinander abwichen. 
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Zu Beginn und am Ende eines jeden Versuches wurde die Körper- 
temperatur des Tieres im Rectum bestimmt, wobei das Thermometer 
an jedem Tiere und in jedem Versuche gleich tief, d. i. bis zur selben, am 
Thermometer in einer Höhe von etwa 2!/,-3cm angebrachten Marke 
(Gummiring) eingeführt wurde. In einem großen Teil der in kalter Um- 
gebung ausgeführten Versuche stand mir ein Thermometer, das Tempera- 
turen unter 21° C gezeigt hätte, noch nicht zur Verfügung; da die Körper- 
temperatur in vielen dieser Versuche unter 21°C gesunken war, konnte 
eine genaue Messung nicht stattfinden. (Nebenbei sei erwähnt, daß diese 
Messungen viel Vorsicht, sowie einen Assistenten erheischen, der das Tier 
festhält, denn nur allzuleicht wird, wie es uns wiederholt vorkam, dem 
unruhigen Tier der Darm perforiert.) 

Die Körpertemperatur der Tiere vor dem Versuche, im Rectum bei 
der genannten Tiefe gemessen, betrug in der Regel nicht weniger als 36° C, 
und nicht mehr als 37°C. Höhere Temperaturen wurden an Tieren be- 
obachtet, die vorher besonders unruhig waren, tiefere, wenn sie vorher 
in kalter Umgebung sich befunden hatten. 

Zweck der Versuche war, zunächst 

l. die Grenzen der Umgebungstemperatur festzustellen, inner- 
halb deren an der weißen Maus die an größeren Warmblütern 
wohlbekannte Regulation der Körpertemperatur erfolgt. Dann 
aber zu prüfen, ob 

2. der eingangs beschriebene, künstlich hervorgebrachte Zu- 
stand, in der die Mäuse in der Kälte verfallen, als ein Analogon 
des natürlichen Winterschlafes anzusehen ist; respektive ob 

3. in diesem Zustand der Gaswechsel ebenso stark wie im 
wirklichen Winterschlaf herabgesetzt ist, endlich 

4. ob der von vielen Autoren beschriebene, abnorm kleine 
resp. große respiratorische Quotient,im Winterschlaf resp. beim 
Erwachen aus demselben auch im künstlichen, winterschlafähn- 
lichen Zustand vorkomme. 

Der Lösung dieser Fragen dienten 

A) eine Anzahl von Versuchen, die an mehreren teils hun- 
gernden, teils normal gefütterten Tieren bei verschiedenen Um- 
gebungstemperaturen ausgeführt wurden, wobei die Versuche 
durchschnittlich 8 Stunden lang dauerten und die gasförmigen 
Produkte in einem Zuge, also nicht periodenweise aufgefangen 
wurden; 

B) Versuche in kühler Umgebungstemperatur. Die Tiere 
verfielen in einen mehr oder weniger tiefen, dem Winterschlaf 
ähnlichen Zustand, wobei ihre gasförmigen Ausgaben in 2 bis 
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3 Perioden getrennt aufgefangen wurden. Zu dieser Gruppe 
gehören auch Versuche, in denen die bereits in „Schlaf“ gesun- 
kenen Tiere durch Anwärmen der Exsiccatorluft „geweckt‘‘ 
wurden. 
Die Daten dieser Versuche sind in den Generaltabellen A 
und B enthalten. 
Versuchsergebnisse. 


1. Regulation der Körpertemperatur. 


Die Versuche!) wurden in einem recht breiten Temperatur- 
intervall ausgeführt, das nach oben an 32°C, nach unten an 
etwa 11°C heranreichte; ausnahmsweise wurde auch bei 8°C 
gearbeitet. Die Körpertemperatur der Tiere erwies sich dabei 
in kalter Umgebung als stark labil, indem sie von der oben 
erwähnten Norm von 36—37°C um so stärker abfiel, je kühler 
die Exsiccatorluft wurde. Die Fähigkeit der Mäuse, ihre Körper- 
temperatur auch in kalter Umgebung zu erhalten, wie es größere 
Warmblüter in sehr ausreichendem Grade vermögen, ist also 
bloß eine recht beschränkte. Am schönsten ist dieser Abfall der 
Körpertemperatur zu Ende des Versuches an der gefütterten 
Maus 7 zu sehen. Bei einer Umgebungstemperatur von 29, 26 
und 22°C ist die Körpertemperatur des Tieres als eine normale 
zu bezeichnen; in einem der beiden bei ca. 19°C angestellten 
Versuche ist schon ein deutliches Sinken bemerkbar, dem bei 
weiterer Abkühlung des Exsiccators ein förmlicher Temperatur- 
sturz folgt. 

In nachfolgenden Zusammenstellungen ist die Temperatur 
in Celsiusgraden angegeben; mit U wird die Temperatur der 
Umgebung, mit K die des Tierkörpers bezeichnete 


U K 
29,1 36,7 
25,7 | 37,2 

. 22,0 35,6 
19,2 37,1 
19,5 34,5 
16,1 32,6 
13,4 ö > 231,0 


Ähnliches ist, wenn auch nicht so schön, in mehreren an anderen Mäu- 
sen ausgeführten Versuchsreihen der Fall. So z. B. 


1) Deren Daten in der General-Tabelle A enthalten sind. 
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an Maus 1 . Maus 2 Maus 3 Maus 5 


(hungernd) (hungernd) (hungernd) (gefüttert) 
U K U K U K U K 
29,0 35,9 29,5 . 37,2 31,5 36,2 28,8 36,2 
29,0 37,0 26,6 36,8 30,5 36,4 25,3 36,3 
26,2 36,7 22,1 36,6 27,9 37,0 21,6. 36,5 
22,1 27,0 18,5 37,4 26,8 36,5 18,6 34,7 
- 16,6 31,6 18,7 > 21,0 16,9 65,0 

i : 13,3 > 21,0 


Andere in den Generaltabellen enthaltene, hier jedoch nicht 
angeführte Versuchsreihen fielen weniger typisch aus, indem z. B. 
an der hungernden Maus 5 die Körpertemperatur in 18,9 °iger 
Umgebung 23,6°, bei 18°iger 35,8° betragen hat. Eine andere 
Unregelmäßigkeit bestand darin, daß die Tiere, offenbar infolge 
starker Abkühlung des Raumes, in dem sie die Nacht vor dem 
Versuche zubrachten, bereits bei Beginn desselben schon niedrige 
Körpertemperaturen hatten, z. B. 24 resp. 25,5° (4. Versuch an 
Maus 2, resp. 5. Versuch an Maus 3). Endlich konnten aus ver- 
suchstechnischen Gründen die Temperaturintervalle der Exsicca- 
torluft nicht in allen Versuchsreihen hinreichend klein genommen 
werden, so daß manche der letzteren recht lückenhaft erscheinen. 

Auf Grund dessen, was uns über den Wärmehaushalt der 
Warmblüter bekannt ist, ist es klar, daß es sich bei diesen Er- 
scheinungen um ein Versagen derchemischen Regulation 
der Körpertemperatur handeln muß, 

In der Tat sehen wir in der oben als besonders typisch be- 
zeichneten Versuchsreihe an der gefütterten Maus7 den 0O,- 
Verbrauch anfangs entsprechend zunehmen: das typische Bei- 
spiel der chemischen Regulation; doch hat diese Zunahme 
- ihre Grenzen; bei 19° herum findet eine weitere Steigerung der 
Verbrennungen nichtmehr statt und gleichzeitig mit dem Sinken 
der Körpertemperatur beginnt nun auch eine Abnahme des 0O,- 
Verbrauches. 

In nachfolgender Zusammenstellung wird mit U die Um- 
gebungstemperatur, mit O, der pro 24 Stunden und 1 kg Körper- 
gewicht berechnete O,-Verbrauch bezeichnet. - 


U O, 

29,1 195 79,1 ` Lon 
25,7 16,1 97,8 145 
22,0 134 144 69,7 


19,2 152 
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Ähnliches ist auch in anderen Versuchsreihen, wenn auch 
aus oben angeführten Gründen, weniger typisch ausgeprägt zu 
sehen. 


Maus | Maus 2 Maus 3 Maus 4 


(hungernd) (hungernd) (hungernd) (hungernd) 
U O, U O, U CO, U O, 
29,0 70,7 29,5 80,4 30,5 67,3 31,8 71,8 
26,2 103 26,6 84,8 27,9 97,6 27,1 94,7 
22,1 98,3 18,5 147 26,8 88,7 25,9 116,1 

i 16,6 136 18,7 21,8 19,0 36,6 


Dann gab es auch Versuchsreihen (s. Tabelle A), in denen 
— wohl infolge der Unruhe der Tiere — cin regelmäßiger Zu- 
sammenhang zwischen Umgebungstemperatur und den von einem 
Versuchstag zum anderen sehr stark variierenden Verbrennungen 
nicht mehr wahrzunehmen war. 

Es kann zunächst zweifelhaft sein, welcher der beiden Vọr- 
gänge, Einschränkung der Verbrennungen oder aber das Sinken 
der Körpertemperatur, als der primäre anzusehen ist, denn jeder 
dieser Vorgänge kann primär sein und den anderen herbeiführen, 
resp. sekundär vom anderen herbeigeführt werden. Allem An- 
scheine nach, glaube ich, liegen beide Fälle vor: bei sinkender 
Umgebungstemperatur nehmen die Verbrennungen ent- 
sprechend zu, doch geschieht dies bloß bis zu einer gewissen 
Grenze; einer weiteren Steigerung ist speziell der Körper der 
Maus nicht fähig; wenn es daher zu einer weiteren Abkühlung der 
Umgebung kommt, muß es zunächst, ohne daß die Oxydationen 
irgendeine nennenswerte Veränderung erfahren, auch zu einer 
Abkühlung des Tierkörpers kommen. Ist es aber bereits zu einer 
beträchtlichen Abkühlung des Körpers gekommen, so muß dies 
zu einer konsekutiven, beträchtlichen Einschränkung der Ver- 
brennungen führen, da ja deren Geschwindigkeit, wie einer jeden 
chemischen Reaktion, von der Temperatur des Mediums nach 
bekannten Gesetzen abhängig ist. 

Es ließ sich also feststellen, daß weiße Mäuse ihre Körper- 
temperatur nur bis zu einer gewissen unteren Grenze 
der Umgebungstemperatur zu erhalten vermögen; ihr 
Regulationsvermögen ist also bloß ein beschränktes. Wird die 
Umgebung noch kühler, so kommt es zu obiger Abnahme der 
Körpertemperatur und der Oxydationen, nebstbei aber auch zu 
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einem eigentümlichen, u. a. auch von Häri!) an Fledermäusen 
beschriebenen, torpiden Zustand der Tiere, in dem dieselben 
schlaftrunken erscheinen, sich nur träge bewegen und auf äußere 
Reize nicht so wie normale Tiere reagieren. 

Es wäre besonders wichtig gewesen, diese untere Grenze der 
Umgebungstemperatur an hungernden sowohl als auch an ge- 
fütterten Tieren genau festzustellen. Mangels genügender Ver- 
suchsreihen mit hinreichend dichten Temperaturintervallen ist 
dies aber leider nicht möglich. Nur ganz ungefähr läßt sich sagen, 
daß diese Grenze am hungernden Tier bei 19°C, am gefütterten 
bei 13°C herum gelegen sein kann (s. Zusammenstellungen auf 
S. 78), etwa so, wie dies von Häri!) an der Fledermaus be- 
schrieben wurde. 


2. Gaswechsel im winterschlafähnlichen Zustande. 


Der soeben erwähnte torpide Zustand der in kühler Umgebung 
gehaltenen Mäuse ging zuweilen direkt in einen dem Winter- 
schlaf ähnlichen über. Dies war in den in Generaltabelle A 
zusammengestellten Versuchsreihen fünfmal der Fall und ist 
im letzten Stab der Tabelle auch vermerkt, wie lange dieser Zu- 
stand jeweils gedauert hatte. 

Ich habe in eigens hierzu angestellten Versuchen die Einzelheiten 
dieser Zustandsänderung der Tiere beobachtet: in entsprechend kühler 
Umgebung merkt man an dem Verhalten der Tiere, daß sie gegen die 
Abkühlung zunächst ankämpfen: sie bewegen sich lebhafter, putzen in 
bekannter Art Kopf und Gesicht mit den Vorderfüßen; alsbald nehmen sie 
aber, offenbar mit beginnender Abkühlung ihres Körpers eine kauernde 
Stellung ein, krümmen den Kopf unter den Leib und bleiben dann in dieser 
Stellung unbeweglich — in der Regel auch noch, wenn sie auf die Wage 
gebracht werden. Oder sie werden in diesem Zustande vorgefunden, wenn 
sie infolge allzu langer Versuchsdauer oder allzu niedriger Außentemperatur 
bereits Stunden vorher verendet waren. 

Es war zu erwarten, daß die Gasausscheidung der schlafenden 
Tiere eine recht geringe, ja vielleicht eine so geringe sein werde 
wie die der wirklich winterschlafenden Tiere. Aus obigen in 
Tabelle A zusammengestellten Versuchen konnte dies jedoch nicht 
mit Sicherheit hervorgehen, da ja diese, wie erwähnt, ohne Unter- 
brechung in einem Zuge ausgeführt wurden, daher der noch so 
kleine Umsatz der Schlafperiode durch den normalen Umsatz 
im ersten Versuchsabschnitt mehr oder weniger überkompensiert 


2?) Arch. f. d. ges. Physiol. 130, 90. 1909. 
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erscheinen konnte!). Es wurden daher weitere Versuchsreihen 
in Perioden verteilt, ausgeführt und diese so abgegrenzt, daß der 
Gaswechsel in der Periode des Schlafes für sich bestimmt werden 
sollte. Die Daten und Ergebnisse dieser Versuche sind in der 
Generaltabelle B mitgeteilt. 

Die Versuche wurden fast genau so, wie die der General- 
tabelle A (die oben besprochen wurde), begonnen, alsbald jedoch, 
nachdem die Tiere eingeschlafen waren, unterbrochen und dann 
wieder fortgesetzt. 


Den hierzu geeigneten Zeitpunkt festzustellen, war allerdings nicht 
einfach, denn zwei gläserne und eine Wand aus Drahtgeflecht, sowie eine 
Schichte Wasser erschwerten die Beobachtung. Immerhin konnte das Ein- 
treten des Schlafes an der auffallenden Ruhe des Tieres, den spärlichen oder 
fehlenden Atembewegungen, sowie daran erkannt werden, daß es auf Klopfen 
an der äußeren Glaswand, sowie auf starke Lichtreize nicht mehr reagierte. 

Nun wurde der Exsiccator geöffnet, der Käfig mit dem Tier und dem 
CaCl,-Gläschen rasch herausgenommen, gewogen, wieder eingesetzt, das 
zweite bereitstehende Absorptionssystem eingeschaltet und weiter venti- 
liert. Dies alles mußte mit der größten Vorsicht und tunlichst rasch, inner- 
halb 6—7 Minuten, geschehen, damit das Tier durch einen Stoß oder durch 
die Zimmerwärme nicht geweckt wurde. (Aus denselben Gründen mußte 
auch vom Messen der Körpertemperatur zwischen beiden Perioden ab- 
gesehen werden.) Durch entsprechende Achtsamkeit konnte erreicht wer- 
den, daß die zweite Periode auch wirklich großenteils, im Versuch 9 an Maus 7, 
ganz durchschlafen wurde; freilich gab es auch Versuche, in denen das Tier 
während der erwähnten Manipulationen erwachte und nicht mehr ein- 
schlief (Maus 6, Versuch 8 und 10). 


Körpertemperatur und O,-Verbrauch der Tiere zeigten 
in der II. Periode der Versuche, in denen die Tiere einen ver- 
schieden großen Teil dieser Periode durchschlafen haben, das 
folgende Verhalten: 


Temperatur O,-Verbr. pro 24 Stdn. 

der Umgebung des Tieres u. 1kg Körpergewicht 
Maus 5 Versuch 12 15,3 >21 74,7 
an 5 „ 15 10,7 l 14,5 43,4 
» 6 ge 7 13,5 > 21 78,4 
ye 6 „ Hn 13,4 17,0 77,6 
x 6 eg. 2 13,9 — 65,6 
» 7 m 9 13,8 —- 21,4 
T: „ 10 11,7 12,2 84,4 
s „ H 12,3 15,0 49,1 
TE 2 ai. JS 13,0 — 91,6 
ge - RT 1 13,5 — 91,9 


1) Diese Befürchtung erwies sich als grundlos, wie sich nachträglich 
herausstellte (s. nachfolgende Mitteilung von P. Häri). 
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General-Tabelle A. 
Versuche in einer Periode ausgeführt. 
a) An Tieren, denen das Futter seit 15 Stunden vor dem Versuche entzogen war. 
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| 319, VII. | 12,184] 
4 2. VII. | 11,896 
22./23. VLI. 
14. VIL | 16,191 
17. VII. | 15,862 
20. VII. | 14,699 
'%3. VII. | 14,598 
25. VII. | 14,110 
= VIII.: 14,865 
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3. VIII.| 14,554 
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81. VII. | 16.958 
4. VIIL| 16,418 
7. VIIL] 16,272) 
10. VIIL.! 16,287 
18. VIIL.| 16,928 
16. VIIL| 15,758 
1. VIIL 17,109 
6. VIII. 15,492 
8. VIIL| 15,401 
11. VIIL. 15,782 
14. VIH.| 16,880) 
17. VIIL 17.856) 
2 VIIL! 17,912 
3. VIIL 17,180 
6. VIII. 16,797 
9. VIIL: 16,970 
12. VIIL!| 16,170 
16. VIII.| 16,860 
18. VIII! 17,450 
21. VIIL! 17,692 
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und 1 kg Körper- 
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195,255 0,54682) — 
29,0 | 34,8 | 87,0 | 95,500 95,068 0,4404 0,4205 
28,2 | 85,2 | 36,7 | 94,003‘ 93,843 | 0,6879 0,5382 
22,1 | 86,2 | 27,0 | 98,102 92,810 | 0,7799 0,5824 
29,5 | 86,6 | 872 93,716 92,293 0,5055 0,4816 | 
26,6 | 85,8 | 36,8 | 98,291 192,896 | 0,1032 0,4426 
22,1 | 35,2 | 36,61 92,650192,252[0,4219: — DA 
18,5 I 24,0 | 37,4]|92,092|91,666 |0,4479|0,68%8 100,6 1142,0 
16,6 | 35,8 | 81,6] 92,08791,887 | 0,7549,0,6128 154,0 |124,9 
8,0 I 34,7 — gegen Ende des Versuches verendet 
81,5 I 84,6 36,2 195,960 95,325 | 0,49850, 383 | — — 76,84 58,98 
80,5 | 38,9 | 386,4 | H,325193,908 0,4276/0,8787 0,386 1 0,713 | 74,51| 66,00 
27,9 | 83,4 | 87,0] 93,140 92,686 | 0,62360,5167 | 0,535 | 0,702 | 113,7 | 94,23 
20,8 | 86,8 | 86,5 | 91,686 91,885 | 0,3666 0,1266 | 9442 | 0,702 | 73,50| 85,53 
18,7 | 25,5 |>21,0| 91,160 91,022 | 0,1685 0,0827 | 0,093 | 0,612] 84,12) 18,23 
31,8 | 86,7 | 87,2|9,764/92,387 | 0,3960 0,8487 | 0,367 | 0,692 | 77,32] 68,26 
27,7 | 36,4 | 87,0} 90,849 90,279 | 0,5701 ‘0,4202 | 0,420 | 0,727 | 128,4 | 94,64 
25,9 | 37,2 | 86,8 | 89,501 58,848 | 0,6695 0,4491 | 0,468 | 0,702 | 166,9 |112,0 
19,0 | 81,1 | — E en] 0,142 | 0,613 | 49,34| 30,88 
18,7 — — gegen Ende des Versuches verendet 
80,9 | 84,9 | 36,2 193,726\93,829 | 0,4019 0,8925 | 0,397 | 0,7181 75,22) 78,46 
27,8 | 34,0 | 85,6] 92,466|92,155 | 0,3240 0,8129 | 0,826 | 0,698 | 63,27| 61,11 
28,2 | 85,2 | 35,1 [91,901|91,570 | 0,8478:0,8352 | 0,851 | 0,688 | 70,00| 67,57 
18,9 | 85,2 | 23,6] 92,366'92,186 [0,2516 0,2658 | 0,286 | 0,675 | 56,12] 69,18 
18,3 | 34,4 | 885,81 91,988|91,585 | 0,3633|0,6410 | 0,661 | 0,705 | 786,40] 138,0 
14,5 | 84,9 | 38,1] 92,072:91,5% 0,5021 0.13 0,901 1 0,711 | 93,98/164,9 
18,8 | 85,4 | 82,8]|91,854|91,487 0,3780 0,5825 0,593 | 0,714 | 74,62!1116,4 
17,0 | 84,1 | 80,2] 98,261 192,886 0,88990,5090 | 0,524 | 0,7071 72,54| 94,70 
die vor dem Versuche noch Futter zu sich nehmen konnte. 
238,8 į 85,4 | 86,21 94,866 94,317 0,5105:0,4579 | 0,419 | 0,794 1 96,36| 86,48 
25,8 | 87,6 | 86,3] 94,490 93,902 | 0,53610,5788 | 0,527 | 0,799 | 97,99|106,8 
21,6 | 86,6 | 36,51 94,098|93,576 | 0,5165 0,6922 | 0,686 | 0,784 | 108,9 |139,8 
18,6 | 88,6 | 84,7 | 88,525:92,890 | 0,5897!0,7486 | 0,698 | 0,774 | 107,9 '136,0 
16,9 | 37,2 | 85,0 98,968:98,418 0,4947 0,8717 | 0,826 | 0,767 | 91,46 161,1 
13,8 | 86,5 |>21,0] 93,064 92,740 | 0,3834|0,5694 | 0,569 | 0,715 68,49/106,5 
28,7 | 85,4 | 35,4 | 95,046 94,483 | 0,5393,0,5287 | 0,505 ı 0,761 | 94,56) 92,70 
24,9 | 86,4 | 836,31 98,127 92,650 | 0,71820,5764 | 0,518 | 0,818 | 188,9 1108,2 
21,6 | 85,6 | 86,0|98,245 92,697 | 0,5381|0,7653 | 0,755 | 0,737 | 107,1 1152,8 
198 | 37,1 | 277 98,195 92,540 0,6230 .0,0984 | 0,567 | 0,761 | 122,3 1115,4 
17,7 | 86,4 | 84,2] 94,764 91,090 | 0,5501 [0,6164 | 0,582 | 0,842 | 101,0 107,8 
12,5 | 86,5 |>21,0] 94,911 194,430 | 0,8601!0,5677 | 0,447 | 0,924 | 65,69 103,6 
29,2 | 8348 | 38,9 95,836/95,285 05868 — | — | — Lana — 
29,05 | 87,8 | 36,7 95,048 94,431 0,53280,4861 | 0,451 | 0,7 98,22| 85,13 
25,7 | 37,0 | 3872 94,1867 93,948 0,79320,5849 | 0,559 | 0,761 | 188,7 1102,8 
22,0 | 36,8 | 85,6] 95,250 94,250 | 0,9597/0,8197 | 0,779 | 0,765 | 177,0 j161,1 
19,2 | 87,1 | 87,1194,617 98,640 | 0,8421 0.9576 0,828 | 0,847 1155,8 |176,ö 
19,5 | 878 | 34,5 | 98,922 93,207 | 0,6832[|0,8491 | 0,817 | 0,746 | 125,5 |156,0 
16,1 | 87,0 | 32,6 | 94,988|94,300 | 0,6610 0,8839 | 0,857 | 0,750 [111,8 |149,5 
18,4 | 37,2 |>21,0| 94,987|94,577 | 0,8666!0,4048 | 0,411 | 0,716 
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Man sieht, daß 1. die Körpertemperaturen der Tiere, die 
bei einer Umgebungstemperatur von 11—15° schliefen, diese 
nur um wenige Grade überstiegen. Ähnliches fand Valentin!) 
. am Murmeltier, Dubois!) an der Fledermaus, Monti!) am 
Murmeltier. 2. Daß der O,-Verbrauch der bei diesen Tempera- 
turen schlafenden Tiere wieder ungefähr auf das Minimum zu- 
rückfällt, das bei 29—30° — offenbar die kritische Temperatur — 
zu beobachten war. In einigen Versuchen sinkt der O,-Verbrauch 
noch viel tiefer; immerhin läßt sich aber konstatieren, 
daß auch der geringste Wert nicht weniger als !/, der 
auf der Höhe der chemischen Regulation erreichten be- 
trägt, während im echten Winterschlaf, z. B. an Háris °?) 
Fledermaus, die Werte auf Ile zurückgingen. 

Es verhalten sich also weiße Mäuse in einem Intervall der 
Umgebungstemperatur zwischen etwa 30°C einerseits (wahr- 
scheinlich die kritische Temperatur) und einer unteren kri- 
tischen Grenze wie andere Warmblüter: sie regulieren ihre 
Körpertemperatur auf chemischem Wege in exakter 
Weise. Jenseits der unteren kritischen Grenze hört 
jedoch die chemische Regulation auf; die Tiere ver- 
halten sich wie Poikilotherme: Körpertemperatur und 
O,-Verbrauch nehmen fortschreitend parallel der ab- 
nehmenden Außentemperatur ab. 


8. Respiratorischer Quotient im winterschlafähnlichen Zustande. 


In dem winterschlafähnlichen Zustand ist der Stoffwechsel 
nicht nur verringert, sondern er scheint auch, wie dies aus dem 
eigentümlichen Zustand des respiratorischen Quotienten zunächst 
hervorgeht, qualitativ verändert zu sein. In den Versuchsreihen 
der Generaltabelle A, in denen die Umgebungstemperatur von 
Versuchsreihe zu Versuchsreihe niedriger genommen wurde, bis 
endlich die Tiere im Exsiccator ‚‚einschliefen‘‘, und ihre Körper- 
temperatur am Ende des Versuches und auch ihr O,-Verbrauch 
auffallend niedrig gefunden wurden, kam es auch zu einem 
deutlichen Absinken des respiratorischen Quotienten, 
der bis dahin immer normale Werte hatte. Nur Maus 6 bildete 


1) Attert bei Merzbacher, Allgemeine Physiologie des Winter- 
schlafes. Ergebnisse der Physiologie 3, 2, 232. 1904. 
2) Arch. f. d. ges. Physiol. 130, 112. 1909. 
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eine Ausnahme. In nachfolgender Zusammenstellung wird die 
Umgebungstemperatur mit U bezeichnet. 


U R.-Q. U R.-Q. Schlaf 
Maus 3 (hungernd) 31,5—26,8 0,713—0,7022 18,7 0,12 Hit Std. 
a 4 2 31,8—25,9 0,727—0,692 19,0 0,813 5 „ 
vw 5 (gefüttert) 28,8—16,9 | 0,799 — 0,734 13,3 0715 3h „ 
» 6 ge 28,7—17,7 0,842—0,737 12,5 0,8924 6 e 
ge, 2 S 29,2—16,1 0,847—0,7550 13,4 0,716 5h: » 


Auch in den Versuchsreihen der Generaltabelle B, die durch- 
wegs in kalter Umgebung ausgeführt wurden, und in denen die 
Tiere bald in der ersten, bald in der zweiten Periode, bald in 
beiden kürzer oder länger schliefen, waren die Respirations- 
quotienten meistens abnorm niedrig. In nachfolgenden 7 von 
insgesamt 12 Versuchsreihen war der Respitarionsquotient 
in derjenigen Periode deutlich niedriger, in der das 
Tier relativ länger geschlafen hatte. 


Periode I R.-Q. Periode II R.-Q. 

Maus 5 Versuch 15 !/, durchschlafen 0,650 ?*/, durchschlafen 0,580 
» 6 i 8 0) e 0,672 nicht geschlafen 0,737 
~ 6 „ 10 14 e 0,606 i Se 0,689 
„6 „ 1 jk ne 0,666 SI durchschlafen 0,658 
6. se 12 At 5 0,572 2/, e 0,712 
e, 2 Ge 9 1, e 0,706 ganz n 0,454 
„ 7 » 10 3% S 0,651 8, e 0,503 


Aber auch in den anderen 5 Versuchsreihen, in denen diese 
Regelmäßigkeit nicht zu konstatieren war, blieben die Quotienten 
bald in der einen, bald in der anderen Periode deutlich unter 
dem geringsten Wert, der an normalen wachen Tieren vor- 
zukommen pflegt. 


Periode I R.-Q. Periode II R.-Q. 

Maus 5 Versuch 12 1!/, durchschlafen 0,447!) 1/, durchschlafen 0,685 
» 6 ge T 2: j 0,675 Së e 0,710 
» 7 e IL 3 m 0,638 als 5 0,659 
TE. T 12 ?/, a 0,664 1, j 0,676 
» 8 5 1 2), J 0,611 2/, y 0,692 


In drei weiteren, in der Kälte ausgeführten Versuchen, in 
denen ich keine Teilung in 2 Perioden vornahm, war der Re- 
spirationsquotient ebenfalls durchgehend niedrig. 


1) Offenbar ein Versuchsfebler. 
6* 
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Maus 6 Versuch 3°. ..... 0,631 | 
ne 7 w TI ar ee 0,661 
an 8 e SEENEN 0,661. 


Es ist somit sicher erwiesen, daß die im Winter- 
schlaf längst bekannte Erscheinung des abnormen 
niedrigen Respirationsquotienten auch in dem dem 
Winterschlaf ähnlichen Zustande solcher Tiere be- 
steht, die frei lebend dem Winterschlaf nicht verfallen. 


4. Erscheinungen beim Erwachen aus dem winterschlafähnlichen 
Zustand. | 

Die Mehrzahl der zur Gruppe B gehörenden Versuche wurde 
nach der II. Periode abgeschlossen; das Tier nach der Wägung 
aus dem Käfig genommen und nach Feststellung seiner Körper- 
temperatur im gut temperierten Zimmer sich selbst überlassen. 
Das erste Anzeichen des Erwachens bestand in einer Vertiefung 
und allmählichen Beschleunigung der Atembewegungen, sowie in 
einer Zunahme der Körpertemperatur. Als diese allmählich auf 
20—22°C angestiegen war, stellten sich zitternde Bewegungen 
der Muskeln des Gesichtes und der vorderen, jedoch nicht der 
hinteren Extremitäten ein. Letztere blieben auch späterhin noch 
im Rückstand, und schienen wie paretisch, als das Tier, das bis 
dahin auf der Seite gelegen hatte, nunmehr mit den Vorderbeinen 
lebhafte Anstrengungen machte, um sich aufzurichten. Auch 
als es bereits anfing umherzugehen, schleppte es die Hinterbeine 
längere Zeit hindurch nach. Die Zunahme der Körpertemperatur 
war bis zu erreichten 20—22°C eine sehr langsame; von da 
angefangen weit rascher, direkt sprunghaft. Alles in allem 
dauerte es in der Regel etwa zwei Stunden, zuweilen 
bloß eine Stunde, bis die Tiere wieder in normalem 
Zustand sich befanden. 

Zur Illustrierung des Temperaturganges seien hier einige Beispiele 
mitgeteilt. Die erste Messung erfolgte nach Schluß des vorangehenden 
Respirationsversuches. 


Maus 5 Vers. 11 Maus 5 Vers. 12 Maus 6 Vers. 6 Maus 7 Vers. 11 
Dh 30’ N. >21,0°C 6325’ N. > 21,0°C 5h 00’N. >21,0°C 6H13’N. 15,0°C 
Oh 00’ „, 26,8° „ 6h 45’ „ 26,5°,, 5420’ „ 24,7°,, 6b 35’ „ 20,0° , 


635’, 353°, 6650’ „ 29,0°,, Dh AUT,  32,6°,, 6145’ „ 23,8%, 
6155’ „317°, 6915’. 36,5°,, 7600’ „ 27,5°, 
7h 05°, 2807. 7h 15’ „ 33,6°, 


Th 25°.  36,6°.. 7h 30 „ 35,8°, 
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Ähnliches wurde auch während des Erwachens aus dem wirklichen 
Winterschlaf beschrieben. So stieg nach Pembrey die Temperatur des 
Eichhörnchens in 60 Minuten von 13,5° auf 37,7°, der Fledermaus in 14 Mi- 
nuten von 11,2° auf 33,5° usw. Auch darin besteht eine Übereinstimmung, 
daß laut den Autoren die vordere Körperhälfte sich rascher als die hintere 
erwärmt. 


Bei der weitgehenden Ähnlichkeit, die laut obigem zwischen 
dem winterschlafähnlichem Zustand weißer Mäuse und dem 
echten Winterschlaf quoad Herabsetzung der Körpertemperatur, 
des Gaswechsels, des Respirationsquotienten besteht, war es von 
Interesse zu prüfen, ob die eigentümlichen Erscheinungen beim 
Erwachen aus dem Winterschlaf (abnorm hoher Respirations- 
quotient) auch beim Erwachen aus dem winterschlafähnlichen 
Zustand der weißen Mäuse zur Beobachtung kommen. 

Es wurden zu diesem Behufe in mehreren Versuchsreihen, in 
denen das Tier während einer ersten resp. auch einer zweiten 
Periode in kalter Umgebung sich befand, und einige Stunden in 
anscheinend tiefem Schlafe verbrachte, das Tier mitsamt dem 
Käfig aus dem Exsiccator genommen, gewogen (seine Körper- 
temperatur jedoch, um das Erwachen nicht vorzeitig eintreten zu 
lassen, nicht gemessen), möglichst rasch wieder in den inzwischen 
auf 29—30° C angewärmten Exsiccator eingesetzt, und mit der 
Ventilation begonnen. 

Die Erscheinungen des Erwachens verliefen im großen und 
ganzen wie oben beschrieben, nur etwas rascher, weil ja auch die 
Umgebungstemperatur eine höhere war. An allen Tieren konnte 
aber der merkwürdige Befund erhoben werden, daß die Tiere 
nach einem ungefähr 1 Stunde lang andauernden Zittern sich 
wieder zusammenkauerten, auf Reize (Klopfen an der Glaswand) 
wieder nicht reagierten und erst !/,—1 Stunde — bereits ganz 
im wachen Zustande — sich der Länge nach hinstreckten, wie es 
alle Tiere bei höherer Umgebungstemperatur taten. 

Aus den Daten dieser Versuche, die ebenfalls in der General- 
tabelle B enthalten sind, geht zunächst hervor, daß die meisten 
Tiere nach Abschluß der Versuche ihre Normaltemperatur bereits 
wieder erreicht hatten. Was den Respirationsquotienten an- 
belangt, hat sich ergeben, daß dieser in der Periode des Er- 
wachens wesentlich höher war als in der vorangehenden Schlaf- 
periode, ja teilweise wesentlich höher als an wachen Mäusen in 
warmer Umgebung (Generaltabelle A). 


P 
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Insbesondere fand ich 
Schlafperiode Periode d. Erwachens 


an Maus 6 Versuch 13..... 0,631 1,066 

2 De. Gë x RN GENEE 0,661 0,798 

gi an 8 Se SECH 0,661 0,875 
I. Schlaf- II. Schlaf- Periode 
Periode Periode des Erwachens 

an Maus 6 Versuch 12 0,572 0,712 0,869 

i Ser = 12 0,664 0,659 0,841 

S „ 8 2 l 0,611 0,692 0,775 


Es sind diese Werte ähnlich denen, die auch von anderen Autoren 
beim Erwachen aus dem wirklichen Winterschlaf gefunden wurden. So 
fanden Dubois!), Pembrey?), Weiland und Riehl?) am Murmeltier 
0,98 resp. 0,77 resp. 0,71—0,81—1,00, Pembrey t) am Igel 0,81. 


5. Winterschlaf und winterschlafüähnlicher Zustand. 


Es erübrigt sich nunmehr die Beantwortung der eingangs 
gestellten Frage: Ist der winterschlafähnliche Zustand ein dem 
echten Winterschlaf analoge Erscheinung oder sogar mit diesem 
dem Wesen nach identisch ? 

Der echte Winterschlaf wird durch folgende Erscheinungen 
charakterisiert: 

l. Er tritt ein, wenn die Umgebungstemperatur unter ein 
gewisses Minimum sinkt. 

2. Vorangehend findet ein Absinken der Körpertemperatur, 
also ein Versagen der chemischen Regulation, statt. 

3. Dem eigentlichen Winterschlaf geht ein eigentümlicher 
torpider Zustand voran, der bei weiterer Abkühlung direkt in 
den Winterschlaf hinüberführt. 

4. Der Gaswechsel ist im Winterschlaf sehr stark herab- 
gemindert. 

5. Der Gaswechsel ist auch qualitativ verändert, indem der 
Respirationsquotient abnorm niedrig ist. 

Vergegenwärtigen wir uns die oben beschriebenen Erschei- 
nungen an weißen Mäusen, die doch in keinen echten Winterschlaf 
verfallen, an denen sich jedoch ein ähnlicher Zustand künstlich 


1) Physiolog. comparée de la Marmotte 1896, S. 91. 
2) Journ. of physiol. 21, 73. 1901. 

3) Zeitschr. f. Biol. 49, 37. 1907. 

4) Journ. of physiol. 29, 209. 1903. 
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erzeugen läßt, so müssen wir sagen, daß dieser dem echten Winter- 
schlaf durchaus ähnlich ist, mit dem Unterschied, daß er von weit 
kürzerer Dauer, und daß der Gaswechsel zwar sehr stark herab- 
gesetzt ist, jedoch lange nicht so, wie im echten Winterschlaf. 
Der Unterschied ist also bloß ein quantitativer. 

Aus dieser Tatsache läßt sich aber noch Weiteres folgern. 
Überblickt man das Verhalten verschiedener Warmblüter beim 
längeren Aufenthalt in kalter Umgebungstemperatur, so ergibt ` 
sich zunächst ein krasser Gegensatz, der alle Warmblüter in zwei 
Gruppen teilen läßt: solche, die beim längeren Versagen der 
chemischen Regulation ihrer Körpertemperatur zugrunde gehen, 
und solche, die sich auch in diesem Zustande viele Wochen hin- 
durch am Leben erhalten können. | 

Dieser Gegensatz wird unter anderem bereits durch ver- 
schiedene Arten von Bären überbrückt, die wohl keinem echten 
Winterschlaf verfallen, immerhin jedoch längere Zeit in einem 
Halbschlaf verbringen und während der ganzen Zeit nur sehr 
wenig Nahrung zu sich nehmen. | 

Hiervon abgesehen, gibt es auch altbekannte verbürgte Be- 
obachtungen, laut denen einzelne Individuen der nichtwinter- 
schlafenden Säugerarten sich auch nach sehr bedeutender Ab- 
kühlung ihres Körpers noch vollständig erholen konnten (Men- 
schen, Hunde); umgekehrt gibt es unter den Tieren der zweiten 
Gruppe immer Individuen, die zwar in einen regelrechten Winter- 
schlaf verfallen, jedoch nach einer relativ kurzen Dauer desselben 
verenden. (Laut mündlicher Mitteilung des Prof. Häri war dies 
unter den Fledermäusen in etwa der Hälfte der von ihm im 
Laboratorium in Winterschlaf versetzten Tiere der Fall.) 

Vollkommener wird jedoch der Gegensatz durch die weißen 
Mäuse überbrückt, denn diese Tiere verfallen in keinen eigent- 
lichen Winterschlaf, und doch ertragen sie anstandslos eine viele 
Stunden lang währende, sehr bedeutende Herabsetzung ihrer 
Körpertemperatur, wobei diese nur wenig höher ist als die 
der Umgebung, desgleichen erleidet auch ihr Stoffwechsel eine 
‚sehr bedeutende Herabsetzung. 

Zwischen den winterschlafenden Tieren und der weißen Maus 
besteht demnach bloß ein quantitativer Unterschied in ihrem 
Verhalten bei niedriger Außentemperatur. Beide verfallen in 
einen schlafartigen Zustand, den aber erstere viele Wochen lang, 
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letztere aber — wenigstens nach den bisherigen Versuchsergeb- 
nissen — keine 24 Stunden lang ertragen können. 

Außer den oben beschriebenen habe ich noch mehrere Ver- 
suchsreihen eigens zu dem Behufe ausgeführt, um diese Zeit- 
dauer feststellen zu können, und als Maximum 16 Stunden ge- 
funden. Doch ist es wohl möglich, daß diese Dauer noch weiter 
verlängert werden kann. Es müßten weitere Versuche noch in 
der Weise gemacht werden, daß die Tiere nicht sofort aus der 
zimmerwarmen Umgebung in den kalten Exsiccator gebracht 
werden, sondern daß dieser erst allmählich abgekühlt wird. Es 
ist möglich, daß da eine Anpassung der Tiere stattfindet, und man 
einen weit längeren winterschlafähnlichen Zustand wird kon- 
statieren können, dem noch eine Restitutio ad integrum folgen 
kann. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich im folgen 
den zusammenfassen. 

1. Weiße Mäuse regulieren ihre Körpertemperatur 
auf chemischem Wege, doch bloß oberhalb etwa 19°C 
am hungernden und 13°C am gefütterten Tiere. 

2. In kalter Umgebung verfallen die Tiere zunächst 
in einen torpiden Zustand mit herabgesetzter Körper- 
temperatur und vermindertem Stoffumsatz; bei wei- 
terem Sinken der Umgebungstemperatur verfallen sie 
in einen dem Winterschlaf ähnlichen Zustand, in dem 
der Stoffumsatz auf etwa II des Umsatzes bei voller 
chemischer Regulation absinkt. 

3. In diesem Zustand sinkt der Respirationsquo- 
tient weit unter den Wert 0,7. 

4. Soll das Tier noch eine Restitutio ad integrum 
erfahren, darf der beschriebene Zustand keine 24 Stun- 
den lang dauern. 

5. Beim Erwachen aus dem winterschlafähnlichen 
Zustand erreicht der Respirationsquotient Werte, die 
höher sind, als einem Hungertier von normalem Stoff- 
umsatz entspräche. 

6. Echter Winterschlaf und der winterschlafähn- 
liche Zustand der weißen Mäuse sind analoge Erschei- 
nungen, die nur quantitativ voneinander verschieden 
sind. 


Über die Bedeutung der abnormen respiratorischen Quo- 
tienten im Winterschlaf und beim Erwachen ausdemselben. 


Von 
Paul Häri. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universität Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1920.) 


Die Tatsache, daß im Winterschlaf der respiratorische Quo- 
tient merklich, ja bedeutend niedriger sein kann als der am 
"wachen Tiere vorkommende niederste Wert von 0,7, läßt sich 
nicht bezweifeln; desgleichen auch nicht, daß umgekehrt der 
R.-Q. des aus dem Winterschlaf erwachenden Tieres weit größer 
sein kann, als einem wachen Hungertiere zukommt. Die Er- 
klärung dieser Erscheinungen bereitet aber große Schwierigkeiten, 
und sind auch die Ansichten hierüber geteilt. Manche Autoren 
wollen den niedrigen R.-Q. (im Winterschlaf) der Bildung von 
Glykogen aus Fett, und umgekehrt den erhöhten R.-Q. (beim 
Erwachen) der raschen Verbrennung des vorher gebildeten Gly- 
kogens zuschreiben. Da läßt sich jedoch mit Recht einwenden, 
daß die Anhäufung von Glykogen im Winterschlaf bisher eigent- 
lich nicht erwiesen ist, und eine rein physikalische Erklärung 
die plausiblere sei. Aus Lindstedts!) Untersuchungen geht 
nämlich hervor, daß der niedere R.-Q. der Fische bei einer Tem- 
peratur von 3—4°C einfach davon herrührt, daß die Gewebs- 
säfte nach Maßgabe ihrer Abkühlung steigende Mengen von Gasen 
zu absorbieren- vermögen; da jedoch dies bezüglich der O, bei 
weitem nicht in dem Grade, wie bezüglich des CO,, der Fall ist, 
'muß es zu einem abnorm niedrigen R.-Q. kommen. Anderer- 
seits besteht auch die Tatsache, auf die von verschiedenen Autoren, 
zuletzt von S. Weiss?), hingewiesen wurde, daß die Steigerung 

1) Ph. Lindstedt, Untersuchungen über Respiration und Stoff- 


wechsel von Kaltblütern. Zeitschr. f. Fischerei 14, 207.. 1914. 
2) Diese Zeitschr. 107, 7. 
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der Atemfrequenz resp. Vertiefung der Atembewegungen, die 
doch beim Erwachen aus dem Winterschlaf in typischer Weise 
zu sehen sind, zu einer Ausschwemmung von CO, aus dem Blut 
resp. aus den Säften, und hierdurch zu einer Erhöhung des 
R.-Q. führt. 


In der vorangehenden Arbeit von Z. Aszödi!) wurde gezeigt, 
daß auch im winterschlafähnlichen' Zustand, in den weiße Mäuse 
künstlich versetzt werden können, der R.-Q. abnorm niedrig, beim 
Erwachen aus diesem Zustand abnorm hoch ist. Es kann keinem 
Zweifel unterliegen, daß man es hier genau mit derselben Er- 
scheinung wie im echten Winterschlaf zu tun hat; wenn also in 
Aszödis Versuchsergebnissen neue Gesichtspunkte hervortreten, 
so können aus diesen auch Schlüsse auf den echten Winterschlaf 
gezogen werden. Dies soll in nachfolgendem versucht werden. 

Was die Erklärungsweise der abnorm niedrigen R.-Q. im 
winterschlafähnlichen Zustand und beim Erwachen aus demselben 
anbelangt, waren wir geneigt, der rein physikalischen Erklärung ` 
den Vorrang zu geben, da ja diese laut dem oben Gesagten die 
einfachere und experimentell besser begründete ist. Sie läßt je- 
doch, wie nachstehend gezeigt werden soll, eine restlose Deu- 
tung nicht zu, so daß man schlechterdings zugeben muß, 
daß Anhäufung resp. Wiederverbrennung von Gly- 
kogen mit im Spiele sein müssen. 

Von vornherein war nämlich zu erwarten, daß bei dem 
zweifellos erhöhten Stoffumsatz in der Periode des Erwachens 
(fürderhin bloß E.-P.) — wo die Körpertemperatur ansteigt, 
die Atemtätigkeit immer reger wird — die CO,-Ausgabe sowohl 
als auch der O,-Verbrauch gegenüber der vorangehenden Schlaf- 
periode (fürderhin bloß Schl.-P.) eine Zunahme aufweisen werden. 
Diese Erwartung traf nicht zu: merkwürdigerweise war der 
O,-Verbrauch in der E.-P. (mit Ausnahme eines Versuchs) 
immer geringer als in der Schl.-P. (s. Tabelle I). 

Diese Erscheinung ist so auffallend und für die Erklärung 
der obschwebenden Frage von so ausschlaggebender Bedeutung, 
daß sie allen Einwänden gegenüber gefestigt sein muß, sofern sie 
überhaupt als glaubhaft angenommen werden soll. 








1) Diese Zeitschrift 113, 70. 1920, 
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Tabelle I. 













O,-Verbrauch in ` 
der E.-P. mehr 
(+) oder we- 
niger (-) als 
in der Schl.-P. 






Schlaf 


| N Ed Versuches 






O,-Verbrauch 


Dauer E ——- . 
während | 
' pro 


der Dauer 1 Sta. 















| 


on | Nr. des Tieres 
1 





, I 

iH +20 
zaj ı 2.00 | 0,112 wegl —ı2 

j ERI 
eaj 2,00 | 0,093 omuenl  —22 

, II —2 
6:13] I 2,40 | 0,047 0,0196 — 30 
113| I 217 | 0113 oo -13 
8 21 1 2,00 | 0,073 |0,0365 —9 





Erster Einwand. -Vor allem könnte man folgendes ein- 
wenden: in dreien der fünf Versuche!) (Versuch 13 an Maus 6, 
Versuch 13 an Maus 7 und Versuch 2 an Maus 8) gab es bloß 
eine Schl.-P. Da das Tier zu Beginn derselben (als es in den 
Exsiccator eingesetzt wurde) noch eine Zeitlang wach war und 
seinen normalen Stoffumsatz hatte, der erst später — mit zu- 
nehmender Abkühlung des Tieres — abfiel, kann es nicht wunder- 
nehmen, daß der O,-Verbrauch in der nachfolgenden E.-P., in 
der das Tier erst allmählich zu sich kam, geringer als vorher ge- 
wesen sei. Diesem Einwand gegenüber sei bemerkt: 1. Auch in 
denjenigen Versuchen, in denen es bloß eine Schl.-P. gegeben 
hat, mußte das Tier den überwiegend größeren Teil dieser Periode 
in tiefem Schlafe zugebracht haben, wodurch dann der höhere 
Stoffumsatz am Beginn dieser Periode überkompensiert wurde, 
denn es waren die R.-Q. in dieser einzigen Schl.-P. der genannten 
Versuche keineswegs höher, sondern sogar durchwegs noch etwas 
niedriger als in der II. Schl.-P. der übrigen Versuchsreihen, 
wodurch das erwähnte Moment — das Wachsein des Tieres zu 
Beginn der Periode — keine Rolle spielen konnte. 


Schl.-P. Schl.-P. I Schl.-P. II 
Maus 6 Versuch 13. . . 0,631 Maus7 Versuch 12 0,664 0,689 
eg | gu 13. . . 0,661 ve RE ` ze 2 0,611 0,692 


» 8 s 2. . . 0,661 

1) Versuch 12 an Maus 6 der A schen Mitteilung kommt hier und 

in unseren weiteren Ausführungen nicht in Betracht, da ja bier der 0O,- 
Verbrauch in der E.-P. größer als vorangehend war. 
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2. In den Versuchen mit zwei Schl.-P. (Nr. 12 an Maus 7 
und Nr.1 an Maus 8) war der auf dic Zeiteinheit berechnete 
O,-Verbrauch in der ersten Schl.-P. bald um 5%, größer als in 
der zweiten, bald um 4%, kleiner, woraus sich wieder folgern 
läßt, daß auch in den Versuchen mit einer Schl.-P. die Tiere 
ebenso tief geschlafen haben, wie in der zweiten Schl.-P. der 
anderen Versuche. 

Zweiter Einwand. Ein zweiter naheliegender Einwand 
ist der folgende. Da in allen hier besprochenen, Versuchen der 
O,-Verbrauch nicht direkt bestimmt, sondern aus der Gewichts- 
veränderung des Tieres und seinen Ausgaben berechnet wurde, 
war zunächst an einen systematischen Versuchsfehler zu denken, 
bestehend darin, daß der O,-Verbrauch in der Schl.-P. aus irgend- 
einem (technischen) Grunde höher, als der Wirklichkeit ent- 
spricht, gefunden wurde. Dies konnte dadurch geschehen sein, 
daß an der trockenen Wand des Käfigs!), als dieser aus dem 
kalten Exsiccator an die weit wärmere und feuchte Luft des 
Wägezimmers kam, Wasserdampf niedergeschlagen und dadurch 
ein größerer O,-Verbrauch in der Schl.-P. vorgetäuscht wurde, 
demgegenüber dann in der nachfolgenden E.-P. der O,-Verbrauch 
eine Abnahme zeigen mußte. Es ging jedoch aus eigens zu diesem 
Zwecke ausgeführten Kontrollversuchen hervor, daß eine minimale 
Gewichtszunahme des Käfigs auf diese Weise wohl stattfindet, 
jedoch diese viel zu gering ist, als daß sie in Betracht käme. 

Gewicht des Käfigs in g 
Vers. I Vers. II Vers. III 
Vorher bei 24° im Zimmer. ...... 75,537 75,538 75,538 
Vorher 2 Stunden lang im Exsiccator bei 10° 75,544 75,548 75,542 

Fünf Minuten später waren auch die 4—10 mg Wasser, die 
sich am Käfig niedergeschlagen hatten, größtenteils wieder ver- 
dampft. 

Wenn es demnach nicht der Käfig ist, der GE in 
Betracht kommende Mengen von Wasserdampf an seiner Ober- 
fläche kondensiert, konnten es die stark hygroskopischen Haare 
der Maus sein. Es wurde daher derselbe Versuch so modifiziert 


1) Als Respirationskasten diente ein kleiner Exsiccator, in dem das 
Tier in allen Versuchen nicht frei, sondern in einen kleinen Käfig ange- 
schlossen, sich aufhielt; am Beginne und Ende jedes Versuches wurde das 
Tier mitsamt diesem Käfig gewogen. 
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ausgeführt, daß eine gewogene Menge lebenden Ratten!) ab- 
geschnittene Haare in den Käfig eingelegt und in der oben be- 
schriebenen Weise gewogen wurde. 


Gewicht des Käfigs + Haare in g 
Vers. I mit Vers. II mit Vers. IJI mit 
2,1 g Haaren 2,1 g Haaren 0,58 g Haaren 


Vorher bei 20° im Zimmer . . . . 77,670 77,672 76,105 
Vorher 2 Stunden im Exsiccator bei6° 77,700?) 77,695?) 76,113?) 


Es nahmen also 2,1 g kalter, trockener Haare 0,030 (I) resp. 
0,023 (II) g Wasser, 0,58 g Haare 0,008 g (III) Wasser während 
des Transportes zum Wägezimmer, während des Abwägens usw. 
auf; es kamen auf l g Haare 0,014 resp. 0,011 resp. 0,014, im 
Durchschnitt 0,013 g Wasser. 

Die gesamten Haare einer Ratte von ca. 150 g Gewicht und 
3,2 qdm Oberfläche wogen 2,4 g; auf 1 qdm entfallen 0,75 g; die 
Haare einer Ratte von 89g Gewicht und 2,2 qdm Oberfläche 
wogen 1,6g: auf lqdm entfallen 0,73g. Die Ratten wurden 
zwar möglichst sorgfältig geschoren, immerhin blieb jedoch ein 
Teil der Haare am Körper zurück, so daß der Durchschnitt obiger 
zweier Werte um etwa 10%, korrigiert werden kann, und dann 
pro l qdm 0,81 g Haare beträgt. Da eine Maus von etwa 17g 
Gewicht eine Oberfläche von 0,8 qdm besitzt, kommen auf diese 
Maus 0,65 g Haare, die 0,65 - 0,013 = 0,0085 g Wasser auf- 
nehmen. Ziehen wir ferner in Betracht, daß die mehr oder minder 
gesträubten Haare des lebenden Tieres eine relativ größere Fläche 
darbieten, als die in einer Schale aufgehäuften (wie es in den 
genannten Kontrollexperimenten geschah), ferner, daß nebst den 
Haaren auch die Epidermis Wasser an sich ziehen kann, wird es 
wohl gerechtfertigt erscheinen, wenn ich obige 0,0085 nach oben 
auf 0,01 g abrunde. Es kann daher der berechnete O,-Verbrauch 
in der Schl.-P. durch den nach Beendigung des Versuches figu- 
rierenden Versuchsfehler um den Betrag von 0,01 g höher, als 


1) Am richtigsten wäre es natürlich gewesen, den ganzen Mauskörper 
selbst zu diesen Versuchen zu verwenden; das war jedoch nicht tunlich, 
denn die verschiedenen Abgaben des Körpers (ob tot oder lebend) hätten 
ja jede Berechnung illusorisch gemacht. Statt der Haare von der Maus 
solche von der Ratte zu verwenden, war wohl sicher statthaft. 

= 2) 5 Minuten später waren auch diese Werte wieder auf 77,687 resp. 
7,637 resp. 76,110 zurückgegangen. 
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der Wirklichkeit entspricht, gefunden werden. Nun habe ich in 
nachfolgender Tabelle II berechnet, um wie vieles kleiner der 
O,-Verbrauch in der E.-P. ist, wenn für die oben gefundenen 
0,01 g Wasser in den O,-Werten der Schl.-P. eine entsprechende 
Korrektion angebracht wird. 


Tabelle II. 


O,-Verbrauch in der Schl.-P.; 










O,-Verbrauch in der E.-P. 































Nummer| Nummer m erg 
des des Ver- | Nummer | „en ro Nummer pro Berne 
Tieres | suches | ger | der Dauer | 1 Stunde | der |1 Stunde | AP der 

Periode e Periode o; 

T 0,0616 III 0,0558 9 
0,0581- 4 

8 0,0579 III 0,0465 19 
0,0600 22 

6 0,0266 II 0,0196 27 
7 0,0597 II 0,0519 11 
8 0,0398 HI 0,0365 6 


Es kann also durch Wasseraufnahme am Ende der Schl.-P. 
zwar ein etwas größerer O,-Verbrauch, als der Wirklichkeit ent- 
spricht, vorgetäuscht werden; durch dieses Plus wird jedoch der 
Minderverbrauch in der E.-P. nur zum geringsten Teil verursacht. 
Dieser Minderverbrauch mußals Tatsachehingenommen 
werden und kann nicht anders erklärt werden als durch 
eine ausgiebige Glykogenbildung in der Sch.-P., die mit 
einem starken O,-Verbrauch verbunden ist, dem- 
gegenüber dann der O,-Verbrauch in der E.-P., wo das neu- 
gebildete Glykogen rasch verbrannt wird, einen Abfall zeigen 
kann. Soll aber dies als plausibel angenommen werden, so muß 
erst erwiesen werden, daß die Glykogenmengen, die aus dem 
O,-Mehrverbrauch während der Schl.-P. als neugebildet suppo- 
niert werden, mit den Glykogenmengen, die aus dem erhöhten 
R.-Q. in der E.-P, zu berechnen sind, wenigstens in ihrer Größen- 
ordnung übereinstimmen. 

Wir wollen der Einfachheit halber zunächst berechnen, wie 
groß der O,-Verbrauch in der Schl.-P. hätte sein müssen, damit 
in der nachfolgenden E.-P. weder ein Minder- noch ein Mehr- 
verbrauch an O, stattfinde, und durch den Vergleich mit dem 
tatsächlichen O,-Verbrauch in der Schl.-P. ermitteln, wieviel O, 
in diesem Falle zur Glykogenbildung verwendet wurde (Tab. III). 
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Tabelle III. 


m u 1 m [m nn 


O,Verbrauch in der Schl.-P. 




















wennderaufl e im Versuch 


Nummer Nummer Nummer | berechnete Ver- 


O, zur Glykogen- 











d d 8 S tatsächlich er- bild e d t 
es Se der Periode u 8 achi ‚halten; ung verwende 
gleich groß wäre SER: 
SEE. OEE, NEE AE g (b—a) 
1 12 I 0,284 0,313 0,029 
| u 0.261 0.272 0,0115 9040 
8 | 1 I 0,214 0,265 0,051 0.114 
i JI 0,220 0,283 0,063 ` 
6 : I 0,150 0,205 0,055 
7 I 0,467 0,527 0,060 
8 I 0,307 0,018 


Mittelwert: 0,055 


Wir hätten also durch obige Berechnung festgestellt, daß 
für den Fall, als in der E.-P. nicht mehr und nicht weniger!) O, 
zu den Oxydationen verwendet wurde, als in der Schl.-P., außer- 
dem noch 0,055g O, behufs Glykogenbildung aufgenommen 
wurden. (Natürlich handelt es sich hier bloß um eine annähernde 
Berechnung, und nur für diese ist es gestattet, einen Mittelwert 
aus so verschiedenen Ergebnissen als weitere Rechnungsbasis 
zu verwenden.) 

Nun wollen wir berechnen, wie groß die Glykogenmenge ist, 
zu deren Bildung es dieser 0,045 g O, bedarf. 

Es sind enthalten in: 


100 g Glykogen 100g Fett in 171,4 g Glykogen ` 


4 8 8 
E e e re 44,4 76,1 76,1 
j e 24 22% = & 6,2 11,8 10,6 
ER. wi de e ee, ër 49,4 12,1 84,7 


Wenn demnach 100 g Fett dergestalt in Glykogen verwandelt 
werden, daß der gesamte Fett-C in das neugebildete Glykogen 
übergeht, müssen (nebst dem Abfall einer geringen Menge von H) 
84,7 — 12,6 = 72,6 g O, von außen aufgenommen werden. Es 
werden daher neugebildet: 

Unter Zutritt von 72,6 g O, 171,4 g Glykogen 
LE LE) LE 0,055 g 39 0,13 8 LE 
1) Dies anzunehmen ist um so eher gestattet, als auch bei gleichem 


O,-Verbrauch, jedoch größerem R.-Q, der Energieumsatz in der E.-P., wie 
von vornherein sehr plausibel ist, ein größerer ist. 
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Es fragt sich, ob man billigerweise annehmen darf, daß im kleinen 
Mauskörper, wenn auch nur vorübergehend 0,13g Glykogen eingelagert 
werden kann? Setzen wir für das Gewicht der gesaınten Muskulatur einer 
17 g schweren Maus Beil, für das ihrer Leber 0,9 g?), nehmen wir ferner ` 
für Muskeln und Leber einen Glykogengehalt von je 1,5°, an, so enthält 
der Mauskörper 0,13 g Glykogen. Daß aber der Mäusekörper noch weitere 
0,13 g Glykogen (s. oben) aufnehmen kann, erscheint ohne weiteres plau- 
sibel, wenn wir das große Fassungsvermögen bloß der Leber allein in Be- 
tracht ziehen. 

Ist es aber richtig, daß in der vorangehenden Schl.-P. Glykogen 
abgelagert (daher kleiner R.-Q.!'), in der E.-P. aber wieder verbrannt 
wurde (daher großer R.-Q.!), so muß aus der Größe des R.-Q. in der 
E.-P. berechnet werden können, daß die Menge des verbrannten 
Glykogens von derselben Größenordnung ist als die vor- 
her abgelagerte. Diese Berechnung für jeden einzelnen Ver- 
such mit Erfolg durchzuführen, muß als aussichtslos erachtet 
werden, da ja die, wenn auch geringeren, doch sich häufenden 
unvermeidlichen Versuchsfehler allzu sehr ins Gewicht fallen. 
Rechnen wir jedoch mit einem Mittelwert aus allen Versuchen, 
so können wir eher ans Ziel gelangen. 

In den fraglichen Versuchen betrug in der E.-P.: 


O,-Verbrauch 
Maus Versuch R.-Q. während der Dauer 

der Periode; g 
7 12 0,341 0,112 
8 l 0,775 0,093 
6 13 1,066 0,047 
T 13 0,798 0,113 
S 2 0,875 0,073 

Mittelwerte 0,871 0,0887 g 


Nun entfallen?) bei einem R -Q. von 0,871 vom verbrauchten 
O, (neben 15% auf Eiweiß) 51% auf Glykogen, also 0,045 g 
— 31,5ccm. Da 1g Glykogen bei seiner Verbrennung 828 ccm 
O, erheischt, werden durch 31,5 cem rund 0,04 g Glykogen ver- 
brannt. 

Aus unserer Berechnung ginge demnach hervor, daß in der 
Schl.-P. (aus dem größeren O,-Verbrauch berechnet) 0,13 g Gly- 


I) Richet, Dictionnaire de physiol. 3, 534 (Daten für den Hund). 

2) Daselbst 6, 642 (Daten für die Maus). 

3) Magnus-Levy in Noordens Handbuch der Pathologie des 
Stoffwechsels I, 207. 2. Aufl. 1906. 
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kogen abgelagert werden, hingegen in der E.-P. (aus dem größeren 
R.-Q. berechnet) 0,04g Glykogen verbrannt werden. — Von einer 
Übereinstimmung ist da gar keine Rede, kann auch nach alledem, 
was hierüber angeführt wurde, nicht erwartet werden. Immerhin 
kann man auch mit diesem Resultat zufrieden sein, wenn man 
folgendes bedenkt: 1. Bei der Berechnung des in der Schl.-P. 
gebildeten Glykogens konnte dem Umstand nicht Rechnung ge- 
tragen werden, daß die Tiere, als sie am Ende der Schl.-P. (also 
in zweien der obigen Versuche je zweimal) aus dem Exsiccator 
genommen, in das warme Wägezimmer gebracht und abgewogen 
wurden, während dieser Manipulationen, wenn auch nicht voll- 
ständig, so doch immerhin so weit erweckt worden sein konnten, 
daß sie etwas frequentere Atem- und sonstige Bewegungen aus- 
führten und dadurch einen Teil ihres abgelagerten Glykogens 
wieder verbrannten, also der Glykogenvorrat, mit dem gie in 
die E.-P. eintraten, kleiner als von mir berechnet, war. 2. Anderer- 
seits ist es gar nicht ausgemacht, daß die Tiere in der E.-P. ihr 
gesamtes, vorher angesammeltes Glykogen verbrannt haben 
mußten; den Rest, vielleicht den größeren Rest, konnten sie 
erst allmählich, nach Abschluß des ganzen Versuches, abgebaut 
haben. 

Dritter Einwand. Es könnte fürs erste merkwürdig er- 
scheinen, daß ein so geringer O,-Verbrauch in der E.-P. hin- 
reichen sollte, um den Tierkörper, der zu Beginn dieser Periode 
um nur wenige Grade wärmer ist, als die ca. 13°ige Exsiccatorluft, 
wieder auf eine annähernd normale Temperatur zu bringen, 
wie es doch in den berufenen Versuchen tatsächlich der Fall war! 
Es läßt sich jedoch ohne weiteres folgendes berechnen: Im Durch- 
schnitt aller Versuche betrug die Körpertemperatur der Tiere 
am Ende der E.-P. 35,3°C; ihrem mittleren O,-Verbrauch von 
0,0887 g = 62ccm entspricht bei einem R.-Q. von 0,871 eine 
Wärmeproduktion von 624,91 = 304 g/cal.; wenn ferner mit 
x die durch die Wärmeproduktion bewirkte Temperatursteige- 
rung (bis 35,3) des 17 g schweren Mauskörpers von der spezifischen 
Wärme 0,8 bezeichnet wird, besteht die Gleichung 17- 0,8. x 
= 304 g/cal., woraus x = 22,4°. Die aus dem O,-Verbrauch be- 
rechnete Wärme genügt also, um den Tierkörper von 35,3 — 22,4 
= 12,9°C auf die erreichte Normaltemperatur zu erwärmen. 
Hierbei ist aber noch des Umstandes gar nicht Rechnung ge- 


m 
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tragen, daB die ca. 30° warme Exsiccatorluft ganz beträchtlich 
dazu beiträgt, um den kalten Tierkörper wieder zu erwärmen. 

Ich kann meine Ausführungen mit folgendem schließen: 
Die Versuchsergebnisse von Z. Aszödi sind geeignet, dieFrage, 
obim Winterschlaf Glykogen in erhöhter Menge gebil- 
det resp. beim Erwachen aus demselben wieder ver- 
brannt wird, in bejahendem Sinne zu beantworten. 
Wenigstens läßt der auffallende Minderverbrauch von O, in der 
Periode des Erwachens gegenüber der Schlafperiode, als das 
Resultat exakter Versuche, einen Schluß von hoher Wahrschein- 
lichkeit in diesem Sinne zu. 


Vergleichende Untersuchungen über das Adsorptions- 
vermögen verschiedener Kohlensorten. 


Geht die von Wiechowski angegebene Probe parallel 
der Giftbindung *)? 


Von 
Friedrich Horst. 


(Aus der Serumabteilung der chemischen Fabrik E. Merck in Darmstadt.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1920.) 


Den Bemühungen Stumpfs, der durch seine Arbeiten auf 
tie außerordentliche Wichtigkeit der Adsorbentien für die innere 
wie für die äußere Medizin hinwies, ist es zu verdanken, daß die 
Kohletherapie, nachdem sie lange Zeit in Vergessenheit geraten 
war, wieder in den Mittelpunkt des Interesses rückte. 

Dies war besonders der Fall, nachdem Wiechowski und 
später auch Joachimoglu eine Wertbestimmungsmethode zur 
Prüfung der einzelnen Kohlensorten ausgearbeitet hatten. 

Da nun der Holländer De Bruine, der übrigens die gesamte 
einschlägige Literatur zusammengestellt hat, die durch Versuche 
allerdings nicht bewiesene Behauptung aufstellt, daß die Wie- 
chowskische Probe vollkommen wertlos sei, scheint es mir zeit- 
gemäß, diese Frage einer gründlichen experimentellen Prüfung 
zu unterziehen. 


Eigene Versuche. 


Ich habe bei meinen Versuchen sechs verschiedene Kohlen. 
und zwar drei animale und drei vegetabile, geprüft. 

l. Carbo animalis Merck, im folgenden bezeichnet mit A; 
2. Carbo vegetabilis Merck, im folgenden bezeichnet mit V; 


*) Wegen der herrschenden Papierknappheit mußte die Arbeit wesent- 
lich gekürzt werden. Eine ausführliche Angabe der Literatur findet sich 
in der unter dem gleichen Titel erschienenen Dissertation, Gießen 1920. 
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3. Norit, im folgenden bezeichnet mit N; 4. Kohle Frei-Weinheim 
A (älteren Ursprungs), im folgenden bezeichnet mit F. W. A.; 
5. Kohle Frei-Weinheim N (neueren Ursprungs), im folgenden 
bezeichnet mit F. W. N.; 6. Carbovent, im folgenden bezeichnet 
mit C. Diese verschiedenen Kohlenpräparate wurden zunächst 
nach den Vorschriften von Wiechowski und Joschimoglu 
geprüft und nun untersucht, ob die Giftbindung in demselben 
Maße ab- und zunimmt wie die Adsorption von Methylenblau 
und Jod. Als Vertreter der alkaloiden Gifte wählte ich: l 

1. Strychnin; 2. Neurin; und von den echten Toxinen: 
1. Tetanusgift; 2. Diphtheriegift; 3. Ricin. 

Leider konnten nicht sämtliche Versuchsreihen so durch- 
geführt werden, wie es wünschenswert und beabsichtigt war, 
da der Mangel an Versuchstieren zu groß ist. 

Sämtliche Kohlen wurden einmal fein gesiebt, bei 120° C 
getrocknet und alsdann in gut verschlossenem Glase auf- 
bewahrt. Die von Zeit zu Zeit zur Kontrolle vorgenommenen 
Entfärbungsversuche ergaben keine Abweichungen von dem 
ersten Resultat. 

Versuch 1: Bestimmung des Wassergehaltes der einzelnen Kohlen. 

Versuchsanordnung: 5 g Kohle werden bei 120° C im Trockenapperat 


bis zur Gewichtekonstanz getrocknet. Aus der Gewichtsabnahme ergibt 
sich der Wassergehalt, der in folgender Tabelle in Prozenten ausgedrückt ist. 


Tabelle I. 

Kohle Wassergehalt 
Cerbovent . ...: 2:22 22 200. 8,1% 
Frei-Weinheim A . ..... 222.0. 10,5% 
eebe, 3.5 Sr ee er 11,2% 
Carbo animalis . . : . . 22 2220. 14,2%, 
Frei-Weinheim N . . . 2... 2 .2.. 17,2% 
Carbo vegetabilis . . -. . . 22.2.0. 24,8%, 


Versuch 2: Entfärbungsversuch nach Wiechowski. 

Versuchsanordnung: 20ccm einer 1,5promill. Methylenblaulösung 
werden mit wechselnden Mengen der verschiedenen Kohlensorten eine 
Minute lang kräftig geschüttelt, 10 Minuten stehengelassen und dann 
zentrifugiert. 

Wir sehen aus dieser Tabelle II, daß die Forderung Wiechow- 
skis, 0,1 g Kohle muß 20 ccm einer 1,5promill. Methylen- 
blaulösung entfürben, nur für zwei Kohlen, die vegetabile von 
Merck und Carbovent (ein österreichisches Präparat) zutrifft. Bei 
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EH | den anderen Präparaten ist 
m ae die Entfärbung erst durch 
Kë | größere Kohlenmengen zu er- 
EI E reichen, und zwar: 


EES AS 


OE = 
un. ee 

| 

ke 





| 
| 
| 
| 


bei Carbo animalis Merck. 0,14 g 
„ Frei-Weinheim N. . . 0,2 g 
» Nort.. 2.2... 0,3 g 


3 


(LC 
ele „ Frei-Weinheim A. . . 0,668 
kA 
Lë Versuch 3: Entfärbungs- 


versuch nach Joachimoglu. 
Versuchsanordnung: 50 ccm 











IS |l einer 1,5 promil. Methylenblau- 
S | lösung werden mit 0,1g Kohle 
SE 30 Minuten lang geschüttelt und 
N 10 Minuten scharf zentrifugiert. 
= 0,5 ccm der Methylenblaulösung 
a werden mit Wasser auf 50 ccm 






verdünnt und mit einer Methylen- 
blaulösung von bekanntem Gehalt 
verglichen. Die Färbung der er- 
haltenen Methylenblaulösung nach 
der Behandlung mit Carbo ani- 
malis Merck entspricht der Fär- 
bung einer Methylenblaulösung, 
die in 50cem 0,35 mg Methylenblau 


Tabelle II. 


Angewandte Kohlenmengen in g 
















Zeichenerklärung: 1. Die über dem Minuszeichen stehende Kohlenmenge entfärbt nicht. 2. Die über dem Pluszeichen 


si enthält. Demnach waren in Beem 
` a H nach dem Schütteln 35 mg Me- 
Ei ke ` thylenblau verblieben. Es sind 
e I Ä adsorbiert 75 — 35 = 40 mg Me- 
S thylenblau = 25 ccm der ange- 
=) | wandten 1,5 promill. Lösung. Die 
Ei Gate See Werte, die auf diese Weise für die 
E EE a einzelnen Kohlen gefunden wur- 
ee den, sind in folgender Tabelle an- 
l 
Bj ai z Tabelle III. 
S (un g, Gebundene 
S = 0,1 g Kohle Methylen- 
Sue Le SEN rer =) blaumenge 
LZ e Së 55 Carbo vegetabilis Merck. 30 ccm 
© 14:74:53: 3 Carbovent .......30 „ 
= | So 5 “E d hd Carbo animalis Merck. . 25 „ 
Ad | > D ER SS E Kohle Frei-Weinheim N. 23 „, 
18233338: È Norte. 14 „ 
E EE ESE = Kohle Frei-Weinheim A. 4 ,, 
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Die Ergebnisse zeigen eine fast völlige Übereinstimmung. 
zwischen beiden Entfärbungsmethoden*). Die kleinen Unter- 
schiede in dem Verhältnis der Zahlen zueinander beruhen wohl 
auf der Ungenauigkeit, die einer (subjektiven) colorimetrischen 
Bestimmung immer anhaftet. 


Versuch 4: Versuche mit Jod. 

Versuchsanordnung (nach Joachimoglu): 0,2g genau abgewogene 
Kohle wird mit 50 eem ?/,.-Jodlösung 30 Minuten lang bei gewöhnlicher 
Temperatur in einer 100 ccm fassenden weithalsigen Flasche mit gut- 
schließendem Glasstopfen geschüttelt. Nach dem Schütteln kommt der 
ganze Inhalt der Flasche in ein Zentrifugenrohr und wird 10 Minuten lang 
scharf zentrifugiert. Man entninmt, nachdem man sich davon überzeugt 
hat, daß keine Kohlepartikelchen in der Flüssigkeit herumschwimmen, 
25 ccm aus der Flüssigkeit, bringt sie in einen 200 ccm fassenden Erlen- 
meyerkolben und titriert das Jod mit "/,o-Thiosulfatlösung. Es sei fol- 
gendes Beispiel angeführt: 

0,2g Kohle werden in der oben angegebenen Weise mit 50 cem 
n/ o-Jodlösung geschüttelt, zentrifugiert usw., 25ccm verbrauchen bei 
der Titration 14.5 ®/,.-Thiosulfat. Die angewandte Kohle hat demnach 
50 — (14,5 . 2) = 21 ccm R/,o-Jodlösung adsorbiert. 

In der ersten Rubrik der untenstehenden Tabelle sind die auf diese 
Weise gefundenen Werte für die einzelnen Kohlen verzeichnet, aus denen 
hervorgeht, daß die Adsorptionskraft derselben für Methylenblau und Jod 
die gleiche ist. Weiter wurde untersucht, wie die Kohle sich verhält, wenn 
ich ihr eine größere Menge Jod anbiete. Wie aus der zweiten Spalte 
hervorgeht, werden aus 100 ccm mehr Jod adsorbiert wie aus 50 cem 
derselben Lösung. Die in beiden Spalten angegebenen Zahlen sind die aus 
zwei Versuchen gefundenen Mittelwerte. 


Tabelle IV. 
Adsorbierte Jodmenge 


Kohle 0,2 g aus 560 ccm aus 100 ccm 

Jodlösung Jodlösung 
Carbo vegetabilis . . . .. 22,5 23,2 
Carbovent . . . 2.2.2.0. 22,2 23,6 
Carbo animalis . . .... 21,0 21,2 
Frei-Weinheim N . .... 13,8 14,0 
e vr, An ns 13,1 14,0 
Frei-Weinheim A . .... 3,6 83,8 


Versuch 5: Strye hninversuche I (Vorversuch). 
Versuchsanordnung: IO cem einer 0,2proz. wässerigen, filtrierten 
Strychninlösung werden mit den verschiedenen Kohlen in einem Reagens- 


*) Wie weitgehend die Übereinstimmung zwischen den beiden Metho- 
den ist, zeigt ein Blick auf die Tabellen. 
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glase 1 Minute kräftig geschüttelt und weitere 10 Minuten stehengelassen. 
Hierauf wird die Flüssigkeit filtriert und von dem Filtrat 1 ccm einer Maus 
subcutan eingespritzt. 


Tabelle V. 








Angewandte nt ing 


en ix 05 di o6 | 07 [os] 10 


Carbo vegetabilis p ae aa 

Carbovent ..... 2:22.20. | A 

Carbo- animalis ......... Ass 

Frei-Weinheim N. ....... Ke 

EE EE eop | | | 

Frei-Weinheim A ....... Da: u e 2 2 u Ze 
Kontrollversuch: 1 ccm der Giftlösung tötet eine Maus in 3 Minuten. 


Zeichenerklärung: Die über dem Minuszeichen stehende Kohlen- 
menge bindet nicht alles Gift, so daß die Maus eingeht. Die über dem Plus- 
zeichen stehende Kohlenmenge bindet das Gift, so daß die Maus am Leben 
bleibt. | 


Diese Versuche ergaben, daß schon sehr geringe Kohlenmengen 
zur Entgiftung der Lösung genügten. Im Interesse der Genauig- 
keit erhöhte ich daher im Hauptversuch (Versuch VI) die Gift- 
konzentration um das Dreifache. 

Versuch 6: Strychninversuche II. 

Versuchsanordnung: Wie bei Versuch 5. Anwendung einer 0,6 proz. 
Giftlösung. 

Kontrollversuch: 0,00006 g Strychnin tötet Maus 

Ä 0,000006 g Strychnin tötet Maus nicht. 

Es wird also bei den Versuchen mit Kohle die hundertfach tödliche 

Dosis eingespritzt. 





| 


| 











Tabelle VI. 
da H Angewandte Kohlenmengen in g 
ohle 8 : 
oo E 02 [0,21 | 0,28 | 0,25 | 0,28 | 0,28 | 0,29 | 0,8 | 0,4 | 0,5 | o6 |071 10 
ee k 2 l l i 
Carbo vege- f SE ENE | P 3 ker" 
tabilis , u s TE "ai [a i 
Carbovent .. 'i D Pi 4 | + | | i ! 
Carbo anima- ` i | | | i | 
is ee ee i ; ' , SE ) + + | + 
en d 3 : i ! | | | 
beim N ..! |: E a ee Ae 
Norit . sl, | NEE E a; 
Fre- Wein- | praktisch nicht uereg Aus Tabelle V für die 0,6proz. Giftlösung be- 
eim A rechneter Wert: 2,4 g. 


EE EE Wie für Tabelle V. 

Die Strychninversuche beweisen also, daß die relative Ad- 
sorptionskraft. der einzelnen Kohlen für Re Jod und 
Strychnin vollkommen gleich ist. 
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Versuoh 7: Versuche mit Neurin. 

Versuchsanordnung: 10 ccm einer 2,5 proz. wässerigen Neurinlösung 
werden mit je 0,1 g und 0,5 g Carbovent eine Minute geschüttelt, 10 Minuten 
stehengelassen und zentrifugiert (setzt sehr schlecht ab). Vom Zentrifugat 
werden der Reihe nach die aus Tabelle VII ersichtlichen Giftmengen 
eingespritzt. 

Tabelle VII. 





Kontrolle 


Giftmenge | N menge | Maus 
(ohne Kohle) i i 


Deeg 0,1 tot 0,5 tot 
tobt 0.0125 0,1 tot 0,5 tot 
0,0005125 | 0,1 tot 0,5 tot 


Bei den Neurinversuchen zeigt sich also die merkwürdige 
Tatsache, daß Neurin so gut wie gar nicht adsorbiert wird. Des- 
wegen wurden, um nicht unnötigerweise Tiere zu opfern, die 
anderen Kohlen nicht geprüft. | 














Versuch 8: Tetanusgiftversuche. 


a) Kontrollversuche. 

Versuchsanordnung: Ich stellte mir zunächst eine Giftlösung 1 : 10 000 
her. Von dieser Lösung wurden bei Versuch 1 der Tabelle VIIIa 0,1 ccm 
= 0,00001 g eingespritzt. Darauf stellte ich Verdünnungen her von 1 : 10, 
l : 100 und 1:1000. Von diesen Verdünuungen wurden OB eem bzw. 
0,1 ccm injiziert. 

Die Injektion bei den Tetanusversuchen erfolgte am rechten Hinterbein. 


Tabelle VIIIa. 












| Maus nach: 


ge — men 


Gewicht 


Giftmenge der Maus 






4 Be 5 Be l 6 ES 








in g 2 Tagen | 3 Tagen 











0,00001 tot - — Ä a ef 
0,000005 S — ;: = s 
0,000001 'Spurchen| Spur Spur Tetanus Tetanus 
en gesund | gesund | gesund ! gesund | gesund 





i 
L) 19 ! A9 A 
l 


n | 29 
I D D 


OI ; n t ” 


Versuch 8: Tetanusgiftversuche. 


b) Kohleversuche. 

Versuchsanordnung: Auf je 100 com der Giftlösung 1 : 10 000 wurden 
0,1 g der verschiedenen Kohlen eine Stunde einwirken gelassen. Alle 15 Mi- 
nuten wurde die Flüssigkeit eine Minute lang geschüttelt; dann wurde 
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zentrifugiert und vom Zentrifugat bei den Versuchen 1 und 2 der folgenden 
Tabellen 0,5 bzw. 0,1 ocm eingespritzt. Außerdem wurde eine Verdünnung 
1:10 und eine solche 1 : 100 hergestellt und von beiden 0,5ccm bzw. 
0,1 ccm injiziert. 


Tabelle VIII b. 
A. Carbo animalis Merck. 






0,00005 | tot = = = es 7 
0,00001 krumm tot — — i — 14 
0,000005 || a5 krumm | krumm tot — 12 
0,000001 ! gesund | gesund | gesund | gesund | gesund 21 
0.0000005| `, i e S 15 
0,0000001 | tot — l Ee, ae — 9 


Tabelle VIIc. 
B. Carbo vegetabilis Merck. 









Maus nach: ir 

















F der Maus 

2 Tagen | 3 Tagen enid Tagen o Tuno 4 aa GER Tagen in ing 
0,00005 | tot — | — = 20 
0,00001 krumm | krumm tot 18 
0,000005 ke S krumm 16 
0,000001 | gesund | gesund | gesund gend gesund 17 

0000005 o i = 16 

0,0000001 A A | nm | | 15 


C. Norit. 









2 Tagen | 3 Tagen | 4 Tagen | 5 Tagen 


























0,00005 tot | 

0,00001 |; gesund | gesund ; gesund | gesund ; gesund 13 
0,000005 || krumm | krumm | krumm | krumm | krumm 16 
0,000001 || gesund | gesund | gesund | gesund | gesund 13 
0,0000005 1 n ” nm nm 13 
0,0000001 WU nm 11 A 2 12 











106 Fr. Horst: 


Tabelle VIIIe. 
D. Frei-Weinheim A. 








| EEN nn e 

















































































Gift- d Maus nach: Gewicht 
nengo kana Te Taren To Tagen [6 mga ës 
ec, A agen | agen agen agen agen ig 
ei BEE DE loo EE <- EE E m 
0,00005 gesund | Spur | Spur | Spur | 
0,00001 a | gesund ' gesund | gesund | 
0,000005 | an 11 WW ” | 
0,000001 i OW | WW WW H n 
0,0000005 I i ` 35 W , d | 
0,0000001 ! 7° WW i 13 i 39 
Tabelle VIIIf 
E. Frei-Weinheim N. 
Gift- © Maus nach: Gewicht 
menge REN IR Si Së Ce der Maus 
. g i 2 Tagen | 3 3 Tagen | ` 4 a | 5 | 6 Tagen ine 
0,00005 gi Í Spurehen | EE Ge EES Sege 15 
0,00001 | gesund ; Spur | Tetanus | Tetanus | Tetanus 9 
0,000005 | f ! gesund |; gesund | gesund ` gesund 20 
0,000001 ! si S 1 | n | zm | WI 17 
0,0000005 | â K 3 X | x 16 
0,0000001 S | x x | A i 14 
Tabelle Vilig. 
F. Carbovent. 
Gift- | Maus nach: Gewicht 
menge u | | der Maus 
ne VI Ire E e 
0,00005 tot en / S 
0,00001 gesund | Spurchen Spurchen Spurchen Spurchen 16 
0,000005 | Spur Tetanus ; krumm | krumm | krumm 24 
0,000001 | gesund | gesund ` gesund | gesund | gesund 16 
7 d | d : d i vu i ` 16 
0,0000001) 3 o SCH S 15 


Bei diesen Versuchen zeigt sich also, daß diejenige Kohle, 
die bei den Methylenblau-, Jod- und Strychninversuchen als 
ganz minderwertig erschienen, in ihrer Wirkung bei Tetanustoxin 
an erster Stelle steht. | 

Also kann von einer Gesetzmäßigkeit zwischen der Ent- 
färbung und Jodbindung einerseits und der Tetanustoxinbindung 
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andererseits, wie sie Joachimoglu behauptete, keine Rede sein. 
Wie schon früher erwähnt, ist der Irrtum Joachimoglus dar- 
auf zurückzuführen, daß er den Versuch nur an zwei Kohlen 
ausgeführt hat. 

Versuch 9: Diphtheriegiftversuche. 

Versuchsanordnung: 1l cem Diphtheriegift + 9 cem physiol. Koch- 
salzlösung. Diese Verdünnung wird mit der bezüglichen Kohlenmenge 
im Reagensglas 1 Minute lang kräftig geschüttelt. Dann kommt der Inhalt 
1 Stunde lang in den Brutschrank. Hierauf wird die Flüssigkeit filtriert 


und vom Filtrat l ccm + 3ccm physiol. Kochsalzlösung einem Meer. 
schweinchen subcutan eingespritzt. 


Tabelle IXa. 
A. Carbo animalis Merck. 














Gewicht des i 







Meerschweinchen nach: 




















Kohlenmenge , Meerschwein- 
in g , chens in g 
0,5 ; | | 250 
0,4 | 3 | 19 ! WW 240 
0,35 _Infiltrat , Infiltrat | tot 230 
0,25 Ä e tot — 240 
0,15 d an | Gs 300 
0,1 i e d, we 205 
Tabelle IXb. 
B. Carbo vegetabilis Merck. u 
SS Se | u Meerschweinchen nach: Gewicht des 
ge — ; [2 Tagen [3 Tagen | 4 Tagen Meerschwein-. 
in g | 1 Ta 2 Tagen 3 Tagen chens in g 
0,4 Infiltrat ot D s V ec 300 
0,35 i z E | — | — 250 
0,3 „ | n | E E 230 
0,15 an 43 eg SE 300 
0,1 an | a | ES SS 270 
Tabelle IXc. 
C. Norit. 
Kohlenmenge Meerschweinchen nach: | Gewicht des: 





SM... e Meerschwein- 
ing | 1 Tag | 2 Tagen | 3 Tagen | 4 Tagen | chens in | g 


DÄ gesund gesund | gesund | gesund 260 
0,4 | Infiltrat | Infiltrat | Infiltrat | Infiltrat 240 
0,3 ; gesund tot — — 335 
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Tabelle IXd. 
D. Frei-Weinheim A. 





19 39 31 IN 
| Infiltrat ` Infiltrat | Infiltrat | Infiltrat 230 
Tabelle IXe. 
E. Frei-Weinheim N. 











Gewicht des 
















Kohlenmenge M À 
eerschwein- 
in g 1 Tag E Ei Bund 2 Tagen | 3 Tagen agon |4 Ta 4 Tagen’ chens i in g 
0,15 “oe Toomi rdle gesund | gesund | gesund | gesund 
0,1 | ge We Minitar maitat 2 
0,07 tot 





Die vorliegenden See zeigen, daß sich keine 
Gesetzmäßigkeit aufstellen läßt zwischen Diphtherietoxinbindung 
einerseits und Methylenblau- und Jodbindung andererseits. In- 
folge Tiermangels wurden deshalb die Versuche abgebrochen. 

Versuch 10: Versuche mit Ricin. 

Versuchsanordnung: 0,01 g Ricin + 9,9 ccm physiol. Kochsalzlösung. 
Diese Verdünnung wird mit einer variablen Menge der verschiedenen 
Kohlen 1 Minute lang kräftg geschüttelt und 10 Minuten stehengelassen. 
Dann wird die Flüssigkeit filtriert und vom Filtrat 0,5 ccm (also die 20fach 
tödliche Dosis) einer Maus subcutan eingespritzt. 

‚Kontrollversuche: 0,00001 g Ricin tötet Maus. 

0,000001 g Ricin tötet Maus nicht. 


Tabelle X. 


— | angewandte Kohlenmengen in g 


3 nz S 
ohlenmengen | 05 T | 08 \ 0,25 8 02 0,1 


Carbo animalis . . .! | Es 





1 3 
Carbo vegetabilis. . ae BE Ba FE u 
Soit... | GE CEE 
Frei-Weinheim A. i + | E E e | 
Frei-Weinheim N. .: | Te | | 
Carbovent ..... .! u j | 


Zeichenerklärung: Die über dem Pluszeichen stehende Kohlen- 
menge bindet das Gift: Maus lebt. Die über dem Minuszeichen stehende 
Kohlenmenge bindet nicht alles Gift: Maus tot. 
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Wie aus den leider wegen Tiermangels unvollständig geblie- 
benen Ergebnissen zu ersehen ist, kann auch hier von einer 
Gesetzmäßigkeit zwischen Giftbindung und Entfärbung keine 
Rede sein. Auffallend ist auch hier wieder die hohe Adsorptions- 
kraft der Kohle Frei-Weinheim A. 

Wenn wir nun die Ergebnisse aus den einzelnen Versuchen 
miteinander vergleichen, so zeigt sich, daß die relative Adsorptions- 
kraft der einzelnen Kohlen gegenüber Methylenblau, Strychnin 
und Jod die gleiche ist, mit anderen Worten: die Entfärbungskraft 
verhält sich proportional der Strychnin- und Jodbindungskraft. 

Zu ganz anderen Ergebnissen kommen wir jedoch bei den 
übrigen Versuchen. Zwischen den Versuchsergebnissen bei Te- 
tanus-Diphtherietoxin und Ricin einerseits, und Methylenblau 
und Jod andererseits, läßt sich keine Gesetzmäßigkeit feststellen. 

In Tabelle XI wurden die einzelnen Kohlen in ihrer Wirkung 
auf die verschiedenen Substanzen vergleichend gegenübergestellt. 

Tabelle XI. 


Bei der N steht an: 


















| Frei-Wein- | 





heim A 
Strychnin i| vegetabilis | Carbovent | animalis | Frei-Wein- Norit Frei-Wein- 
RE (Merck) (Merck) heim N ı heim A 
Tetanusgift | Frei-Wein- | Frei-Wein- ` Norit | vegetabilis Se 
heim A heim N (Merck) Car- | 
I bovent ani- | 


f | mal. (Merck) 
Diphtberie- | Frei-Wein- Frei-Wein- animalis | vegetabilis | 
gift | heim N helm A (Merck) (Merck) 
N | | Norit 
Zusammenfassung. 

1. DieWiechowskische ebenso wie dieJoachimoglusche Methode 
ist ein scharfer und brauchbarer Maßstab für die Adsorptions- 
kraft der Kohle gegen chemisch definierbare Gifte (als deren 
Vertreter Strychnin geprüft wurde), sie sagt aber nichts aus 
über die Adsorptionsfähigkeit von Kohle für echte Toxine (ge- 
prüft wurden Diphtherietoxin, Tetanustoxin, Ricin). 

2. Da die Adsorption von echten Toxinen nur selten das 
Ziel praktischen therapeutischen Handelns sein wird, behält die 
Wiechowskische und Joachimoglusche Methode nach wie vor 
ihren hohen praktischen Wert, und Kohlensorten, die sich nach 
diesen Methoden als hochwertig erweisen, sind auch weiterhin 
als praktisch wertvoll anzusehen. 
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3. Es ist jedoch wünschenswert, neben der Wiechowakischen 
und Joachimogluschen Methode auch die Adsorptionskraft der 
Kohlensorten des Handels im Tierversuch gegen Toxine zu prüfen. 
Als geeignetes Testadsorbendum schlage ich Tetanustoxin vor. 


Am Schlusse meiner Arbeit ist es mir eine angenehme Pflicht, 
Herrn Dr. Eichholz, dem leiter der Serum-Abteilung von 
E. Merck, für die Überlassung dieser Arbeit und die liebenswürdige 
Unterstützung bei meinen Versuchen meinen herzlichsten Dank 
auszusprechen. j 

Ebenso bin ich der Firma E. Merck für die gütige Über- 
lassung des Versuchsmaterials zu großem Dank verpflichtet. 
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Uber die Mikrochemie der Chitosanverbindungen. 


Von 
Hermann Brunswik. 


(Aue dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universität in Wien, 
Nr. 145 der zweiten Folge.) 


(Eingegangen am 29. Oktober 1920.) 


L Historisches. 


Im Jahre 1898 veröffentlichte C. van Wisselingh!) in seinen „Mikro- 
chemischen Untersuchungen über die Zellwände der Fungi“ als erster eine 
mikrochemische Methode zum Nachweis des Chitins. Die äußerst. 
empfindliche Jod-Farbenreaktion des Chitosans, des ersten Chitin- 
abbauproduktes, wurde hierzu herangezogen und an pflanzlichen und 
tierischen Objekten ausgeführt. 

In ausgedehntem Maße wurde dieser mikrochemische Nachweis 
ohne besondere Modifikationen späterhin von Wester?) gleicherweise bei 
Pflanzen und Tieren angewendet. In letzter Zeit wurde v. Wisselinghs 
(hitinnachweis von Viehoe ver?) auch für die feinsten Objekte, die Bak- 
terien, brauchbar gemacht, bei denen man bisher immer negative Resultate 
erhalten hatte, und G. Klein‘) wies mittels dieser Reaktion die Abwesen- 
heit von Chitin bei den Cyanophyceen endgültig nach. Schließlich machte 
Vouk!P) auf eine Vereinfachung dieses mikrochemischen Nachweises 
aufmerksam. 

Die Methode van Wisselingh’s, Chitin durch Erhitzen mit konz. 
KOH auf 160°C in Chitosan überzuführen, und dieses dann durch Jod 
und eine Spur H,SO, nachzuweisen, ist somit das einzige bisher geübte 
mikroanalytische` Verfahren. Als Kontrollreaktionen wurden die Unlös- 
lichkeit des Chitosans in Kupferoxydammoniak und in Glycerin von 300° C, 
seine Löslichkeit in sehr verdünnter HCl und CH, COOH benützt. 

In der Makrochemie wurde inzwischen das Bestreben, die zweifel- 
hafte Konstitution des Chitins (und Chitosans) endgültig festzustellen, 
durch die Arbeiten von Araki’), S. Fränkel und A. Kelly’), Th. R. 
Offer?), O. e Fürth und E. Scholl!) gefördert und von O. v. Fürth 
und M. Russo?) durch das Studium der gut krystallisierbaren Chitosan- 
salze auf eine neue Basis gestellt. 

Die hierauf im Laboratorium Fürth durchgeführten Untersuchungen 
E. Löwys (Lenk)!°) und H. Braohs!!) klärten die Konstitution des 
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Chitins in weitgehendem Maße auf und brachten diese Frage zu einem 
vorläufigen Abschlusse. 

Gerade die letztgenannten Befunde legen den Gedanken nahe, die an 
verschiedenen Chitosanverbindungen gemachten Erfahrungen auch mikro- 
chemisch genau zu überprüfen und zu ergänzen. Auf diese Weise könnte 
sich eventuell eine Kontrollreaktion der v. Wisselhinghschen Chitosan- 
Jodfürbung ergeben, welche ein krystallisiertes Endprodukt liefert. 


IL Die Mikrochemie der Chitosanverbindungen. 
1. Das Chitosan. 


Chitosan, so benannt von Ch. Fischer!?) und Araki°), 
identisch mit dem ‚„Mykosin‘“ Gilsons!?), wurde bereits 1859 
von Rouget!*) in seinen wichtigsten Eigenschaften beobachtet. 
— Nach Araki-Löwy (Lenk) kommt ihm die auch von 
Brach bestätigte Formel (C,H, N,0,), zu; das entspricht 
4C,H,,0,(NH,) Glucosamin + 2 CH,. COOH Essigsäure unter 
Austritt von 5 H,O. g 

Chitosan ist das erste Abbauprodukt dee Chitins, (C„H,,N,O,,), 
Bei seiner Bildung durch Einwirken konz. (60-40proz.) KOH 
— in der Kälte in ca. 14 Tagen, bei einer Temperatur von 160 
bis 180°C in wenigen Minuten [vgl. Tabelle Wester?)] — wird 
die Hälfte der vier im Chitinmolekül enthaltenen Essigsäure- 


gruppen abgespalten: s 
ec a Bier, + ZUR, = (Cre HsoN4019), + 2(CH,- COOH), 
Chitin Chitosan Essigsäure 
(nach Brach). 

Das Molekulargewicht des Chitosans konnte, trotz mehr- 
facher Versuche, nicht festgestellt werden, da das Chitosan 
selbst, ebenso wie seine Salze, in neutralen Lösungsmitteln 
unlöslich ist. Aus demselben Grunde gelang es Wester?) 
nicht, Chitosan zur Krystallisation zu bringen; es stellt eine 
weiße, amorphe Substanz dar. 

Die chemische Charakterisierung des Chitosans beruht daher 
der Hauptsache nach auf Farbenreaktionen und der Lös- 
lichkeit in verdünnten Säuren. 


a) Farbstoffspeicherung. 
Amorphes Chitosan speichert gewisse Anilinfarben, die nur 
sehr schwer wieder zu entfernen sind. Es sind dies Kongorot, 
welches schon G. Klein‘) bei Pilzen verwendete, Säurefuchsin, 
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Orange G., Anilinblau, wasserlösliches Nigrosin, während 
alle anderen zur Untersuchung herangezogenen Farbstoffe ent- 
weder gar nicht anfärben oder doch rasch ausziehbar sind. Da 
die Krystalle der Chitosansalze dasselbe Verhalten zeigen, 
soll erst an dieser Stelle darauf näher eingegangen werden. Jeden- 
falls sind dies keine spezifischen Chitosanfarben, da Kongorot 
auch Cellulose, Hemicellulosen und Schleime intensiv färbt, 
Anilinblau Callose und Calloseschleime, Säurefuchsin hingegen, 
Orange G und wasserlösliches Nigrosin als ‚saure Anilinfarben“ 
zur Färbung von Protoplasma usw. weitgehende Verwendung 
finden. 
b) Farbenreaktionen mit Jod und Brom. 

Durch die schöne Farbenreaktion mit Jod offenbart das Chi- 
tosan schon rein äußerlich seine Natur als polymeres Kohlenhydrat. 
Mit Jodjodkalium allein tritt entweder gar keine oder nur 
unzuverlässig eine Violettfärbung ein, bei Zusatz von einer Spur 
H,SO, jedoch nimmt jedes Chitosan einen rot- bis schwarz- 
violetten Ton an. Da diese Reaktion für den mikrochemischen 
Chitinnachweis dient, wurden die Bedingungen ihres Eintretens 
von van Wisselingh!) und Wester?) eingehend untersucht. 
Ein Umstand möge jedoch betont werden: Wie aus der von 
Wester?) zusammengestellten Tabelle (l.c.S.22) hervorgeht 
— auch mir selbst begegnete dies mehrere Male — tritt eine deut- 
liche Violettfärbung bereits ein, wenn chemisch genommen, 
noch kein Chitosan vorliegt, wenn also die gefärbte Sub- 
stanz in verdünnten Säuren (3 proz. HCl, 10 proz. H,SO,,, 50 proz 
HNO,, 1l proz. H,CrO, usw.) in der Kälte oder beim Erwärmen. 
noch völlig unlöslich ist. Manchmal zeigt ja selbst unverändertes 
Chitin mit Jod + H,SO, dieselbe rotviolette Färbung, die freilich 
Wester auf bei der Reinigung (Behandlung mit Lauge) ent- 
standenes Chitosan zurückführen will. Da die Jodfarbenreak- 
tion im wesentlichen ein physikalischer Vorgang ist (Ein- 
` gehen des Jod in feste Lösung), so ist ihr Eintreten nicht an eine 
chemisch genau festgelegte Substanz (Chitosan) gebunden. Ent- 
färbung dieser Reaktion erfolgt durch 76proz. H,SO,, Alkohol, 
Glycerin und beim Erwärmen; auch die Anwesenheit von KOH 
stört. 

Jod + Chlorzink verursacht — je nach Konzentration 
des Chlorzinks — eine, rotviolette bis blaue Färbung. 
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Mikrochemisch schlecht verwertbar ist die Rotfärbung des 
Chitosan mit Brom, die bei Nachbehandlung mit Alkohol über 
Gelb-Grünlich abblaßt. 


c) Löslichkeit in Säuren. 


Von großer Wichtigkeit ist die Löslichkeit des Chitosans in 
verdünnten Mineralsäuren und organischen Säuren. Es löst sich 
in verdünnter (2—10 proz.) HCl, HBr, HNO, leicht in der Kälte, 
ebenso in 21/,—3proz. Essigsäure, Oxalsäure, Citronensäure, 
Äpfelsäure, Weinsäure usw. Verdünnte H,SO,, H,PO, und 1 proz. 
Chromsäure lösen nur beim Erwärmen. Scheinbar ungelöst bleibt 
Chitosan in konz. HCl, 50 proz. HNO, und H,SO, in der Kälte, 
da die zuerst in feiner Schicht gebildeten Chitosansalze bei diesen 
Säurekonzentrationen nicht in Lösung gehen und es so vor weiterer 
Umsetzung schützen*). 

Bei der Lösung entstehen, wie schon erwähnt, die entspre- 
chenden Chitosansalze, durchweg gut krystallisierbare Kör- 
per, deren Eigentümlichkeiten in der Mikrochemie bisher fast 
keine Beachtung fanden. 


2. Die gemeinsamen Eigenschaften der Chitosansalze. 
a) Krystallform und Krystallisationsbedingungen. 


Während Chitosan selbst ein völlig amörpher Körper ist, 
zeichnen sich sämtliche Chitosansalze durch gute Krystallisations- 
fähigkeit aus. 


Bereits Gilson!?) erwähnt, daß das „Mykosin‘ (= Chitosan) ein 
krystallisiertes salzsaures und schwefelsaures Salz liefert, doch glaubte 
später Araki), daß es sich dabei um salzsaures (resp. schwefelsaures) 
Glucosamin handle. Neuerdings wurden die Krystalle von Fürth und 
R usso?) entdeckt und als für diese Verbindungen durchaus charakteristisch 
in eingehender Weise beschrieben. Anscheinend unabhängig davon gelangte 
3 Jahre später auch Wester?) „zu ziemlich großen Sphärokrystallen“ 
von Chitosansalzen. 


Zusammenfassend lassen sich diese eigentümlichen. Kry- 
stalle, welche von sämtlichen untersuchten Chitosansalzen in 


*) Alle angeführten Reaktionen wurden sowohl an gereinigtem 
Chitosan aus Sepienschulpen, welches ich der Freundlichkeit von Prof. 
O. v. Fürth verdanke, als auch an ungereinigtem Pilzchitosan (Schnitte 
von Sepiota sp., Lycoperdon sp.) ausgeführt. Die gleichzeitige Kontrolle 
des völlig identischen Verhaltens von Pflanzen- und Tierchitin wurde 
auch bei allen folgenden Angaben genau durchgeführt. 
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gleicher Weise gebildet werden, folgendermaßen kennzeichnen: ` 
Vorherrschend sind quadratisch -gerundete Formen mit 
einer scharf begrenzten tiefen Delle. Die Partien in den Ecken 
sind meist stärker ausgebildet als die in der Mitte der Seiten- 
kanten, so daß es den Eindruck macht, als seien vier Halbellipsoide 
auf einer quadratischen Grundplatte in den Diagonalen aufgesetzt. 
Sieht man jedoch diese Gebilde statt von oben von der Seite 
her, so erscheinen sie biskuitförmig, wie die roten Blut- 
körperchen des Menschen, oder wie Hanteln mit sehr kurzem, 
dicken Stiel, je nachdem, ob die Blickrichtung senkrecht auf die 
Seiten oder in die Flucht der Diagonalen fällt. Gelegentlich 
treten auch äußerst feine, leicht gekrümmte Nadeln einzeln oder 
in Haufen auf, die wahrscheinlich die Bausteine dieser ‚pseudo- 
tetragonalen Krystalle‘ (Himmelbauer) bilden; die Bezeich- 
nung Westers?), der sie Sphärokrystalle (Sphärite) nennt, 
‘erscheint daher völlig zutreffend. 

Auch ihr Verhalten im polarisierten Lichte spricht für 
diese Auffassung. Die quadratischen Formen zeigen nämlich in- 
folge ihrer geringen Dicke unter dem Polarisationsmikroskop nur 
eine schwache Aufhellung, während die auf den Seitenflächen 
liegenden stark aufleuchten und das für büschelige Aggregate 
(Stärkekörner, Sphärite von Inulin, Caleiumphosphat usw.) cha- 
rakteristische ‚„Brewstersche Kreuz‘ aufweisen. 

Gut ausgebiklete und relativ große Sphärokrystalle (8 u bis 
25 u) erhält man jedoch meist nur bei äußerst langsamen Erkalten 
der Mutterlauge. Etwas verschieden davon sind die Sphärite, 
die man beim Krystallisieren der Salze am Objektträger unter 
dem Deckglas erzielt. In diesem Falle entstehen stark leicht- 
brechende, einheitlich gekrüämmte Ellipsoide und Scheiben, die 
oft eine beträchtliche Größe (bis zu 18 u) erreichen können. Auch 
gie zeigen in polarisiertem Lichte ein dunkles Kreuz. Gedellte 
Formen sind selten. 

Um ein möglichst langsames Abklingen der Temperatur bei der 
Krystallisationsflüssigkeit zu erreichen, kann man die kurzen, englumigen 
(7 mm)Mikroeprouvetten mit einem Holzschwimmer versehen in ein wärme- 
haltendes Gefäß mit fast kochendem Wasser einbringen oder nach dem 
Vorgange Westers im Sandbade abkühlen. Bei der Darstellung auf 
Objektträgern erwärmt man diese vorsichtig und läßt dann entweder 


frei in der Hand (ein Niederlegen wirkt sehr nachteilig!), besser jedoch 
ebenfalls am Sandbade oder im Thermostat erkalten und erhält nament- 


H? 
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lich mit Chitosansulfat und Chitosannitrat auf diese Weise sehr gute Re- 
sultate. 

Bei zuraschem Temperaturabfall krystallisieren sämtliche Chitosan- 
salze in so kleinen Plättchen und Körnern, daß sie den Anblick‘von mikro- 
krystallinischen Fällungen bieten. 


b) Verhalten gegen Farbstoffe, Farbenreaktionen. 


Dieselben organischen Farbstoffe, die das amorphe Chitosan 
nachhaltig tingieren, werden auch von sämtlichen Chitosan- 
salzsphärokrystallen stark gespeichert und zähe festgehalten. 
Derartige Krystallfärbungen, die ein überaus prächtiges Bild 
liefern, konnten mit folgenden Anilinfarben erzielt werden: 
Kongorot, Orange G (Azofarbstoffe); Säurefuchsin, Anilin- 
blau (Rosanilinfarben), wasserlösliches Nigrosin. 

Alle übrigen untersuchten Farbstoffe tingierten die Sphärite 
entweder überhaupt nicht oder war die Färbung mit Wasser, 
Alkohol, Chloralhydrat usw. sofort ausziehbar; es sind dies 
folgende Farben: Gentiansviolett, Methylviolett, Fuchsin, Me- 
thylenblau, Neutralrot, Methylgrün, Jodgrün, Rosanilin, Safranin, 
Nilblau, Bismarckbraun, Boraxcarmin, Eosin, Benzoeazurin; 
Corallinsoda, Alkannatinktur. 

Durch ein viertelstündiges Waschen der Objektträger mit 
absolutem Alkohol (bei wasserunlöslichen Chitosansalzen auch bei 
Wasserbehandlung) wird die Färbung der Sphärokrystalle kaum 
merklich geschwächt und erst ein mehrtägiges Verweilen in 
Alkohol, Formol, Glycerin oder Chloralhydrat vermag die Farben 
langsam auszuziehen. Die Färbung erweist sich als völlig ho- 
mogen. 

Echte Krystalle sind im fertigen Zustande schon aus theore- 
tischen Gründen nicht mehr färbbar. Wenn also in diesem Falle 
trotzdem eine solche gelingt, so weist dies einerseits auf die 
Richtigkeit der Annahme, daß die Chitosankrystalle als Sphärite 
durch eine eigentümliche Art der Aneinanderlagerung nadel- 
förmiger Aggregate entstanden sind, daß also präexistente 
feinste Spalträume zur Farbspeicherung vorhanden sind*), 

*) Auch andere Sphärokrystalle lassen sich färben, so z. B. die Cellu- 
losesphärite von Gilson!?) mit Kongorot, und die Stärkekörner durch 
eine Reihe meist basischer Farben [H. Fischer!®)], jedoch gerade nicht 
durch Säurefuchsin, Kongorot, Anilinblau, wasserlösliches Nigrosin u. a. 


Freilich erscheint es nicht statthaft, die sehr kompliziert gebauten Amylum- 
sphärite mit denen des einfachen Chitosansalzes gleichzustellen. 
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andererseits läßt gerade das selektive Verhalten gegenüber ein- 
zelnen Farben eine lockere chemische Bindung derselben 
an das große Chitosanmolekül wahrscheinlich erscheinen. Über- 
blickt man die chemische Zusammensetzung der gespeicherten 
Farbstoffe, so ersieht man, daß es sich um lauter saure (sonst 
speziell das acidophile Protoplasma tingierende) Farbkörper han- 
delt, während alle bewährten basischen Farben wirkungslos sind. 

Für den praktischen Gebrauch bei der Identifikation von 
Chitosankrystallen dürfte sich Säurefuchsin und Orange G 
am besten eignen, da dieselben säureunempfindlich sind und daher 
ein allzu gründliches Waschen der doch immer aus Säurelösungen 
gefällten Krystalle erspart wird. Auch ammoniakalisches 
Kongorot ist zu empfehlen, da man durch Zusatz entsprechender 
Säure in den Sphäriten einen völlighomogenen Farbenumschlag 
in Blau erzielen kann, eine Färbung, die dann in allen nicht 
alkalisch reagierenden Einschlußmitteln (sonst reversibel!) un- 
bedingt haltbar ist. 

Auch Pikrinsäure und Chromsäure wird von den 
Sphärokrystallen gespeichert, so daß sie trotz Waschen mit Al- 
kohol leuchtend gelb erscheinen. Erst Zusatz von Chloralhydrat 
vermag die Färbung zu vertreiben. 

Schließlich reagieren die Sphärite auch mit Jod. Während 
jedoch amorphes Chitosan mit Jod + H,SO, schön rotviolett, 
mit Jod + Chlorzink violett bis blau wird, vermögen die fertigen 
Krystalle das Jod in beiden Fällen je nach seiner Konzentration 
mit grüngelber bis dunkelbrauner Farbe zu speichern; die Färbung 
ist in Alkohol nicht lange haltbar. — Nur wenn Jod + H,SO, 
resp. Chlorzink bei der Bildung der Krystalle zugegen sind, 
werden diese — also im Entstehen — rotviolett resp. violett 
bis blau gefärbt, ganz analog dem amorphen Chitosan *). 


c) Chemisches Verhalten. 


Die gemeinsamen chemischen Eigenschaften der Chitosan- 
salze kommen für die Mikrochemie nur wenig in Betracht. Es 
wurden bisher folgende Reaktionen bekannt: 


Aus den Salzlösungen wird durch Alkalien, Phosphorwolframsäure, 
Jodquecksilberkalium, Jodwismutkalium a mor phes Chitosan ausgefällt, 


*) Vgl. auch die Beobachtung van Wisselinghs über „ein rot- 
violettes, körniges Präcipitat“. 
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das in Wasser auch beim Kochen unlöslich ist. Andere Alkaloidfällungs- 
mittel, wie Pikrinsäure, Tannin, Jodjodkalium und Ferrocyankalium 
fällen nur sehr konzentrierte Chitosansalzlösungen, ebenso Salze der alka- 
lischen Erden und Schwermetalle. 

Die Chitosansalze geben weder eine Reduktions probe noch eine 
Biuretreaktion; mit Phenylhydrazin liefern sie keine Additionsprodukte. 

Bei vorsichtigem Zusatz von Brom zu Chitosansalzlösung entsteht 
ein scharlachrotes, körniges Additionsprodukt, welches wenig haltbar ist. 


8. Die einzelnen Chitosansalze. 


Aus den bisher angeführten Tatsachen ist die weitgehende 
Ähnlichkeit der einzelnen Chitosansalze ersichtlich. Trotzdem 
sind dieselben durch ihre verschiedene Löslichkeit noch gut 
differenzierbar. 

Fürth und Russo?) stellten, wie bereits erwähnt, Chito- 
sanchlorhydrat, das ihm völlig homologe Chitosanbrom- 
hydrat, das wasserlösliche Chitosanacetat und das in kaltem 
Wasser praktisch unlösliche Chitosansulfat dar. Letzteres 
wählte dann E. Löwy!°) an Stelle des leicht zersetzlichen Chito- 
sanchlorhydrats als Grundlage für die Konstitutionsermittlung 
des Chitins und stellte das ebenfalls wasserunlösliche Chitosan- 
phosphat her. In ganz analoger*) Weise konnte ich das schwach 

















| In Wanser In verd. 
Name y | "beim 16-20proz.) Anmerkung 
' inder Kälte | Kochen BC 

Chitosanchlorhydrat . leicht löslich löslich löslich Durch konz. HCl, resp. HBr 
` ` wieder fällbar. 

Chitosanbromhy.udrat . K Ze | ie jr dgl. 

Chitosannitrat . . . langsam ; fast Löslich in verd. HNO, durch 
löslich | unlöslich | 50pros. HNO, bereits fällbar, 

ganz analog wie bei HCI. 

Chitosanphosphat . ` unlöslich | „ löslich _ 

„ (prakt.) V 

Chitosansulfat . . . 5 gr unlöslich | Eine 1 proz. H,SO,-Lösung fällt 
i ' aus allen Chitosansaizen das 
| völlig unlösliche Chitosan- 
f , sulfat. 

Chitosanchromat . . unlöslich = löslich Schwach gelblich gefärbt; eine 
lproz. Chromsäure fällt bereits 
| aus allen H,O-löslichen Chito- 

sansalzen, Chitosanchromat. 
Analog die von Wester darge- 


stellten: Chitosanoxalat, 
-tartat, -malat, -citrat 
usw., auch in konz. organ. 
Säuren gelöst bleibend. 


| 





Chitosanacetat . . .\ löslich | > ek 
} 
| 


*) Die Gewinnung der einzelnen Chitosansalze erfolgt durch Lösen 
von Chitosan in den betreffenden verdünnten (1—5 proz.) Säuren und 
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gelb gefärbte Chitosanchromat, und angeregt durch eine 
Beobachtung Westers?), das Chitosannitrst in Sphärokry- 
stallen aus Tier- und Pflanzenchitosan darstellen. 

Eine Übersicht über die verschiedene Löslichkeit der 
einzelnen Chitosansalze und ihrer Differenzierbarkeit möge 
vorstehende Tabelle geben. 


UL Verwendbarkeit der krystallisierten Chitosansalze beim Chitin- 
nachweis. 


Wenn auch die Empfindlichkeit der van Wisselinghschen 
Jod-Farbenreaktion allen Ansprüchen beim Chitinnachweis völlig 
nachkommt, so ist eine Kontrollreaktion mit einem charakteri- 
stischen krystallisierten Endprodukt immerhin in Betracht 
zu ziehen, wobei jedoch von vornherein klar ist, daß van Wisse- 
linghs Chitinnachweis für das Erkennen der Lagerungsverhält- 
nisse (Lokalisation) des Chitins der Membran sowie für äußerst 
zarte, subtile Objekte unersetzlich bleibt. Als solche käme, wie 
aus dem Vorhergegangenen leicht ersichtlich ist, die Herstellung 
folgender in Wasser und Säuren entweder schwer oder gar nicht 
löslichen Chitosansalze aus pflanzlichen und tierischen Schnitten 
in Betracht: 

1. Chitosennitrat, 2. Chitosansulfat, 3. Chitosan- 
chromat. Tatsächlich lassen sich alle drei Möglichkeiten ver- 
wirklichen. 


ad 1. Herstellung von Chitosannitrat. 
d 


Die zu untersuchenden Teile von Pflanzen oder Tieren wer- 
den in der üblichen Weise ca. 20 Minuten im zugeschmolzenen 
Glasröhrchen mit 50 proz. KOH auf dem Ölbad bei 160°C erhitzt, 
um alles Chitin in Chitosan umzuwandeln. Hierauf wird aus den 
Schnitten, besonders bei zarten Objekten oder, wenn man auch 
die Jodreaktion durchführen will, zuerst mit Alkohol, dann mit 
Wasser die anhaftende Kalilauge ausgewaschen. Ein etwa steck- 
nadelkopfgroßes Stück gelangt in 50proz. HNO, und wird unter dem 
Deckglas bis fast zum Kochen vorsichtig erwärmt. Das nahezu 


nachheriger Fällung mit sehr konzentrierten (bei HCl, HBr, HNO,) oder 
durch Auflösen von Chitosan in warmen Säuren (bei H,PO,, H,SO,, H,CrO,, 
50proz. HNO,), so daß beim Erkalten die entsprechenden Chitosansalze 
zur Abscheidung gelangen. 
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völlige Verschwinden der Probe ist das Zeichen, daß sämtliches 
Chitosan als Chitosannitrat in Lösung gegangen. 

Um nun schöne Sphärite von Chitosannitrat zu erhalten, 
ist ein möglichst langsames Abkühlen der Präparate unerläßlich; 
in kurzem Wege wird dies durch freies Halten des Objektträgers 
. in der Hand erreicht (die Krystallisation erfolgt bei einer Tem- 
peratur von ca. 40° C); bessere Resultate werden in bis auf 70° C 
angeheizten kleinen Thermostaten erzielt (Abkühlungsdauer 
ca. 20 Minuten). 

Die ganzen Stücke haben sich, falls sie Chitin enthielten, 
ineine Krystallmasse umgewandelt. Im Zentrum des Nieder- 
schlages, am Ort der größten Konzentration, finden sich meist 
große scheibenförmige Sphärite, Dellen- und Hantelformen, die 
die Polarisationseigenschaften gut kontrollieren lassen; gegen die 
Peripherie zu werden die Sphärokrystalle immer feinkörniger. 

Die Präparate können nun mit Alkohol von der 50 proz. 
HNO, befreit, mit (ammoniakalischem) Kongorot, Säurefuchsin, 
Pikrinsäure usw. gefärbt und in Chloralhydrat oder Formol ein- 
geschlossen werden. 

Bei dieser und den folgenden Reaktionen ist jedoch ein 
sorgfältiges Auswaschen der Schnitte nach der Kalischmelze, wie 
es die Jod-Chitosanreatkion unbedingt erfordert, gar nicht not- 
wendig. Man kann die bloß mit Filtrierpapier abgetupften Ob- 
jekte direkt in die Säure eintragen, wo die restliche KOH neutra- 
lisiert wird. Ist Gefahr vorhanden, daß hierdurch die Säure zu 
schwach geworden, so kann man sie absaugen und durch frische 
der gewünschten Konzentration ersetzen. Die ganze Reaktion 
vom Eintragen der Pilz- oder Insektenteile in 50 proz. KOH bis 
zur Färbung der Chitosansphärokrystalle, kann daher in 40 Mi- 
nuten bewerkstelligt werden. 

50 proz. HNO, hat sich für diese Reaktion am brauchbarsten 
erwiesen, da Chitosannitrat in verdünnter HNO, in Lösung bleibt, 
bei Anwendung von zu konz. HNO, jedoch ihr Oxydationsvermögen 
beim Erwärmen die Reaktion gefährden könnte. 


ad 2. Darstellung von Chitosansulfat. 


In ganz analoger Weise läßt sich Chitosansulfat aus chitin- 
haltigen Objekten darstellen. Letztere werden nach der Kali- 
schmelze in eine etwa 10proz. H,SO, gebracht; durch ebenso 
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vorsichtiges Erwärmen und Abkühlen wie beim Chitosannitrat 
erzielt man die völlig wasser- und säureunlöslichen Chito- 
sansulfatsphärite, die sich daher für Dauerpräparate (Waschen 
Färben usw.) besonders eignen. 

Auch aus einem zweiten Grunde dürfte das Fällen des Chi- 
tosans in Sulfatsphärokrystallen für den Gebrauch am hand- 
lichsten sein: diese Fällung läßt sich mit der Jod-Farbenreaktion 
ohne Schaden verbinden, so daß man mit einem Präparat beide 
Reaktionen hintereinander durchführen kann. Da die 
Jodfarbenreaktion nach den Untersuchungen van Wisselinghs 
und Westers mit einer 1—47 proz. H,SO, gut eintritt und erst 
mit 76proz. H,SO, Entfärbung erfolgt, so werden die Stücke 
in eine !/,—1 proz. Jodjodkaliumlösung gebracht, sodann 10 proz. 
H,SO, (statt der bisher empfohlenen 1 proz. H,SO,) durchgezogen ; 
die chitinhaltigen Objekte färben sich rotviolett. In der bereits 
angegebenen Weise wird hierauf vorsichtig erwärmt; es tritt 
Entfärbung ein und das Chitosan geht in Lösung; beim Erkalten 
entstehen die charakteristischen Chitosansulfatsphärite, bisweilen, 
wenn nicht alles Jod sich beim Erwärmen verflüchtigt hat, im 
Entstehen von diesem rotviolett gefärbt *). 


ad 3. Darstellung von Chitosanchromat. 


Schließlich sei die völlig homologe Fällungsmöglichkeit des 
Chitosans als Chromat erwähnt. Die Schnitte gelangen nach 
der Kalischmelze in 1proz. Chromsäure (konz. CrO, löst auch 
beim Kochen kein Chitosan!), werden bis zum Kochen unter 
Deckglas erhitzt und zur Erzielung der gelblichgrünen Chitosan- 
chromatsphärite vorsichtig abgekühlt. 


*) Von Interesse ist es vielleicht, daß van Wisselingh diese Reaktion 
in ihrem Wesen beschreibt, ohne sie jedoch irgendwie zu deuten. Er sagt 
(L c. S. 642): „Darauf (nämlich nach teilweiser Lösung der Chitosanprä- 
perate in 2!/,proz. HCl) ließ ich unter dem Deckglase Jodjodkalium- 
lösung mit einer Spur H,SO, hinzufließen. Die zurückgebliebenen Prä- 
parate wurden gewöhnlich noch teilweise violett gefärbt, indem um das 
Präparat oder in dessen Nähe sich ein rotviolettes, körniges Prä- 
cipitat bildete (= das im Entstehen von Jod gefärbte Chitosansulfat! 
Anm. d. Verf.). Bisweilen nahm ich ein neues Präparat und brachte das- 
selbe mit einer sehr geringen Quantität sehr verdünnter HCl auf den 
Objektträger, fügte Jodjodkaliumlösung und sehr verdünnte H,SO, hinzu 
und bedeckte sämtliches mit dem Deckglase, wonach ich auch ein violett 
gefärbtes körniges Präcipitat wahrnehmen konnte.“ 


122 H. Brunswik: 


Im allgemeinen konnten aber keine so günstigen Resultate 
wie mit Reaktion 1 und 2 gewonnen werden. 


IV. Über die Identität von Pflanzen- und Tierchitin. 


Die unter III. angeführten Reaktionen wurden sämtlich an 
folgenden Objekten durchgeführt: 1. Lepiota procera Scop. 
(Parasolpilz), 2. Pholiota squarrosa H Dan. (Schüppling), 
3. Lycoperdon caelatum Bull. (Hasenbovist), 4. Asper- 
gillus sp. (Schimmelpilz; als möglichst zartes Objekt heran- 
gezogen), 5. amorphes Chitosan von Sepienschulpen (Prä- 
parat von Prof. v. Fürth), 6. Cicada plebeja Scop. (Cicade), 
7. Lytta vesicatoria L. (Cantharide). 

In allen Fällen fielen sie völlig identisch aus; überall konnten 
die charakteristischen Chitosansalzsphärite gewonnen werden, die 
auch dieselben Spezialreaktionen lieferten*). 

Es kann dies als ein neuer Beweis für die Identität von 
Pflanzen- und Tierchitin angesehen werden, eine Identität, 
welche seit den vergleichenden Untersuchungen von Gilson'?), 
van Wisselingh!) (l. c. S. 679—683) und insbesondere seit den 
ausgedehnten Studien von Wester?) wohl nicht bezweifelt wurde 
— nur Krawkow!5) wollte verschiedene Chitinarten annehmen. 

Unter den Pilzen wurde auch eine Lycoperdonspecies 
mituntersucht, da im Jahre 1913 die Japaner Yashiro Kotake 
und Yoshuta Sera makrochemisch ein neues Chitinabbaupro- 
dukt aus dieser Gattung herstellten, welches sie „Lycoperdin“ 
nannten. Es wird durch andauerndes Kochen der Pilzsubstanz 
mit verdünnter H,SO, und nachherige Fällung der Lösung mit 
Phosphorwolframsäure dargestellt; die Elementaranalyse ergab 
die Formel C,,H,,N,O,, bei weiterer Spaltung liefert es 2 Mol. 
Glucosamin und 1 Mol. Ameisensäure. Lycoperdin krystallisiert 
als Chlorhydrat oder Sulfat in Formen, die den Sphäriten der 
Chitosansalze sehr ähnlich sind, gibt aber im Gegensatz zu diesen 
eine Reduktionsprobe und die Biuretreaktion. 

Es war daher immerhin von Wert festzustellen, daß man 
aus Lycoperdon spez. durch die herkömmliche Behandlung mit 


SI Die Sphärite von Chitosannitrat, die auf dem Objektträger aus 
dem Parasolpilz erzeugt wurden, waren keineswegs von den in der 
Eprouvette aus chemisch reinem Sepienschulpenchitosan gefällten Chitosan- 
sphärokrystallen zu unterscheiden. 
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konz. KOH gewöhnliches Chitosan und seine Salze erhalten 
‚kann, das „Lycoperdin‘‘ demnach nur beim Abbau mit H,SO, 
entsteht. Ob der umgekehrte Schluß berechtigt ist, jede Substanz, 
die mit KOH Chitosan liefert (also Chitin ist), müsse, in der von 
den japanischen Autoren angegebenen Weise behandelt, ‚„Lyco- 
perdin“ ergeben, erscheint noch sehr zweifelhaft. Der Versuch 
der genannten Autoren, Lycoperdin aus Krebspanzern zu gewin- 
nen, ergab nur eine geringe Ausbeute an diesem Abbauprodukt. 


V. Zusammenfassung. 


1. Die bisherigen makrochemischen Angaben über das 
Chitosan und seine Salze wurden zusammengestellt, mikro- 
chemisch überprüft und ergänzt. 

2. Als Kontrollreaktionen für den mikrochemischen Chitin- 
nachweis nach van Wisselingh wurde bei pflanzlichen und 
tierischen Objekten die Fällung von krystallisiertem Chi- 
tosannitrat,ChitosansulfatundChitosanchromat brauch- 
bar gefunden. 

Hierbei wird auf folgende Weise verfahren: Die chitinhaltigen 
Objekte werden in der üblichen Weise mit 50 proz. KOH 15 Mi- 
nuten lang auf 160°C erhitzt, das so gebildete Chitosan mit 
Alkohol und Wasser von der Lauge gereinigt und die Proben 
in 50 proz. HNO,, 10 proz. H,SO, oder l proz. Chromsäure auf 
den Objektträger gebracht. Durch vorsichtiges Erwärmen der- 
selben bis zum Kochen und äußerst langsames Abkühlen gelangen 
die entsprechenden Chitosansalze in Form charakteristischer 
Sphärokrystalle zur Abscheidung. Die Sphärite zeigen Polari- 
sation und färben sich selektiv mit. gewissen sauren Anilinfarben. 

Die Darstellung von Chitosansulfat ist besonders zu emp- 
fehlen, da sie sich mit der bisher üblichen Jodfarbenreaktion 
gut vereinigen läßt. 

3. Die Gewinnung der völlig identischen Chitosansphäro- 
krystalle aus Pflanzen und verschiedenen Tierklassen ist einneuer 
Beweis für die Identität des Chitins bei allen Organismen. 

4. Aus Lycoperdon spez. läßt sich auch (durch die Kali- 
schmelze) Chitosan und seine Salze gewinnen. „Lycoperdin‘“ 
ist daher kein Vertreter des Chitosans, sondern ein anderes, durch 
differente Methoden dargestelltesChitinabbauprodukt. Seine ` 
allgemeine Verbreitung wäre noch makrochemisch festzustellen. 
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Zum Schlusse möchte ich Herrn Prof. Dr. Fürth, durch 
dessen Vorlesung und Demonstration vorliegende Untersuchung 
angeregt wurde, für seine Unterstützung danken; desgleichen 
Hofrat Prof. Dr. Molisch und Prof. Dr. Wasicky für das stete 
Interesse, das sie meiner Arbeit entgegenbrachten. 
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Untersuchungen über die Mobilisation der Aschenbestand- 
teile und des Stickstoffs in Zweigen beim 
frühjahrlichen Austreiben. 


Von 
August Rippel. 


(Aus dem agrikulturchemischen und bakteriologischen Institut der Universi- 
tät Breslau.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1920.) 


Während über die Rückwanderung der anorganischen Ele- 
mente in die Zweige kurz vor dem Laubfall schon zahlreiche Unter- 
suchungen angestellt wurden, liegen über das Verhalten dieser 
` Stoffe bei dem Austreiben im Frühjahr nur Untersuchungen vor, 
deren Methodik nicht als überzeugend angesprochen werden kann. 


J. Schroeder (II) teilt derartige Versuche von Acer platanoides 
mit, wobei zwei nebeneinanderstehende gleichalterige und möglichst gleich- 
artig aussehende Bäumchen untersucht wurden, das eine vor, das andere 
nach dem Austreiben. M. G. Andr é analysierte je 100 Zweige von Aes- 
culus hippocastanum zu verschiedenen Zeiten des Sommers, das blatt- 
lose Stadium aber nicht im Frühjahr, sondern erst im Herbst. Weitere 
Analysen junger (meist 2jähriger) Bäumchen (Laub- und Nadelhölzer) teilen 
Bauer, Kübler und Ramann - Bauer mit. In allen diesen Fällen ver- 
blieben die zu untersuchenden Zweige am Baume oder es wurden die ganzen 
jungen Pflanzen gesammelt, so daß die Zufuhr durch die Wurzeln nicht aus- 
geschaltet war, und sich somit kein klares Bild über die eintretende Mobili- 
sation gewinnen läßt. Ein weiterer Übelstand zeigt sich z. B. beim Vergleich 
der Versuche der drei letztgenannten Autoren. Betrachtet man hier u. a. 
das Verhalten des Calciums in Stamm und Wurzel, so kann man sehen, daB 
bald eine Abnahme, bald eine Zunahme während der ersten Entwicklung 
festgestellt wurde. Es ist von vornherein wenig wahrscheinlich, daß sich die 
beobachteten Pflanzen auch wirklich in dieser Richtung verschieden ver- 
halten sollten; näher liegt hier die Vermutung, daß es sich um unvermeidliche 
Fehlerquellen handelte. 


Es erschien also notwendig, einmal prinzipiell das Verhalten 
der Nährstoffe beim Austreiben zu untersuchen unter Berück- 
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sichtigung der unvermeidlichen Versuchsfehler, wie das in meinen 
Versuchen durch Verwendung von je drei Parallelen geschehen 
ist. Eine weitere Forderung war dabei die, daß die betreffenden 
Versuchsobjekte in nährstofffreies Wasser gestellt werden, so daß 
also allein die in den Achsen befindlichen Stoffe verfolgt werden 
konnten. Durch Einstellen weiterer Versuchsreihen in Nähr- 
lösung, jeweils mit Ausschluß eines einzigen Elementes, konnte 
dann die Frage nach der Mobilisation noch weiter verfolgt und 
geklärt werden. Die zu beschreibende Methodik eignet sich 
weiterhin dazu, Beziehungen zwischen einzelnen Elementen fest- 
zustellen; die Versuche werden in dieser Richtung fortgesetzt 
werden. 

Für meine Versuche wählte ich von einem Exemplar von 
Salix fragilis eine bestimmte Anzahl einjähriger Achsen aus, 
größere und kleinere, die gleichmäßig auf eine Anzahl von Por- 
tionen verteilt wurden; jede Portion hatte somit annähernd 
gleiches Frischgewicht. Es wurden nun für die Differenzbehand- 
lungen je drei solcher Portionen verwendet, so daß aus diesen 
drei Parallelen die wahrscheinliche Schwankung der Probenfehler 
berechnet und ein genaues Maß für die Zuverlässigkeit der ge- 
fundenen Ergebnisse erhalten werden konnte. 

Versuch 1919: 72 einjährige Achsen wurden, wie oben angegeben, 
in sechs gleiche Portionen geteilt (I— VI); bei I—III wurde der untere Teil 
2 cm lang abgeschnitten und nicht mit verwendet; der obere, größere, Teil 
wurde sofort zerschnitten und an der Luft getrocknet. IV—VI wurden so- 
fort in Leitungswasser gestellt und austreiben lassen; Dauer vom 3. III. bis 
15. IV. Zu diesem Zeitpunkt wurde ebenfalls das untere Ende 2 cm weit 
abgeschnitten, die ausgetriebenen Blätter und Seitensprosse entfernt und 
nur die alten Achsen sofort zerschnitten und an der Luft getrocknet. Das 
Abschneiden des unteren 2 cm langen Teiles wurde deshalb vorgenommen, 
weil möglichst der in Wasser tauchende Teil nicht zur Analyse herangezogen 


werden sollte. Die Knospen wurden nicht berücksichtigt, da sie nur einen 
verschwindenden Bruchteil der Masse ausmachen. 


Trockensubstanz unausgetrieben 50,66 + 0,99 g je Portion. 
Pr ausgetrieben 44,09 + 0,37g „ m 


Versuch 1920: Wie voriger; aber dieses Mal wurde, da nur eine Kon- 
trolle von 1919 ausgeführt werden sollte, nur 1 Portion unausgetrieben 
untersucht, dagegen je 3 Portionen zum Austreiben verwendet, die aber 
dieses Mal in dest. Wasser gestellt wurden, um auch die geringen Mengen 
der im Leitungswasser vorhandenen Nährstoffe auszuschließen. Auch 
wurden die basalen Teile dieses Mal nicht abgeschnitten. Es waren je 
Portion 16 Ästchen von genau gleichem Frischgewicht, weshalb auch die 


\ 
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wahrscheinliche Schwankung der Trockensubstanz sehr gering ist: Dauer 
vom 1. III. bis 5. IV. 


Trockensubstanz unausgetrieben 60,90 g je Portion 
Ge ausgetrieben 49,85 + 0,21g „ = 

In Tabelle I sind nunmehr die Ergebnisse dieser beiden Ver- 
suche zusammengestellt; die Zahlen sind gleich, um die Wieder- 
gabe unnötig vieler Tabellen zu vermeiden, auf den absoluten 
Gehalt je einer Portion umgerechnet wiedergegeben; ebenso ist 
aus Raumersparnis auf die Wiedergabe der einzelnen Ergebnisse 
verzichtet, da ja die angegebenen wahrscheinlichen Schwankungen 
diese enthalten. Außer bei 1920 unausgetrieben stellen also diese 
Zahlen das Mittel aus je drei Parallelen dar!). 


Tabelle I. 
Versuch 1919. 
Ile 0 | MgO | NaO | MO | 206 MgO | NaO | K,O so | N 





Aus den Zahlen der Tabelle I nun, zunächst denjenigen von 
1919, ergibt sich also folgendes: Die Rohasche hat abgenommen ; 
die Differenz beträgt das 4,9fache der wahrscheinlichen Schwan- 
kung; die Abnahme ist also als gesichert anzusprechen. Von den 
Aschebestandteilen ist der Kalkgehalt unverändert geblieben; 
die schwache Zunahme besagt natürlich nichts, da sie noch gänz- 
lich innerhalb der. Fehlergrenze liegt (1 faches der wahrseheinlichen 


1) Für die liebenswürdige Unterstützung bei den Analysen möchte 
ich Frl. Charlotte Pfotenhauer auch e an dieser Stelle meinen besten 
Dank aussprechen. 
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Schwankung). Bei den übrigen dagegen, ebenso wie beim Stick- 
stoff, ist eine deutliche Abnahme in den ausgetriebenen Achsen 
festzustellen: die Differenzen betragen bei Magnesium das 
7,5fache, Natrium das 5,7 fache, Kalium das 41,3fache, Phos- 
phor das 21,8fache, Stickstoff das 9,4fache der wahrschein- 
lichen Schwankung. 

Dasselbe Bild ergibt sich auch aus den Zahlen von 1920. 
Da von den nicht ausgetriebenen Achsen keine Parallelen unter- 
sucht wurden, so konnten hier natürlich bei der Differenzbildung 
keine wahrscheinlichen Schwankungen berechnet werden. Der 
Kalkgehalt zeigt zwar eine Abnahme; doch erreicht die Differenz 
eben nur die dreifache wahrscheinliche Schwankung der drei 
ausgetriebenen Parallelen, würde also wohl, bei Vorhandensein 
von Parallelen der nicht ausgetriebenen Achsen, noch unsicherer 
werden. Da außerdem hier eine schwache Abnahme, 1919 eine 
schwache Zunahme zu bemerken ist, so ist klar, daß hier nicht 
ausschaltbare Fehler vorliegen, der CaO-Gehalt aber unverändert 
geblieben sein dürfte. 

Sonst zeigt sich, wie gesagt, dasselbe Bild wie 1919. Das 
tritt am besten hervor, wenn man den Prozentgehalt der heraus- 
gelösten Nährstoffe (bezogen auf die Zahlen der nicht ausgetriebenen 
Achsen) berechnet, wie das in Tabelle II geschehen ist. In beiden 
Jahren wurde also am meisten Kalium, fast ebensoviel Phos- 
phor, weniger Stickstoff aus den Achsen herausgelöst. Magne- 
sium und Natrium zeigen wechselnde Zahlen; sie scheinen 
aber jedenfalls weniger intensiv gelöst zu werden. 


Tabelle II. 








Ga + 43|- 94 
MgO |-13,4/-21,9 
Sai |-38,5 |-1%,5 
N 123,8 |-33,2 
Pi |—48,0|—47,9 
K0 Z 51,2 |-58,1 


In Tabelle II sind weiter die entsprechenden von Schroeder 
und die von Bauer für Laubhölzer erhaltenen Zahlen angeführt; 
man sieht, daß sie teilweise mit den vorliegenden übereinstimmen, 
muß aber beachten, daß bei jenen die Achsen am Baume ver- 
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blieben und daher, wie beim Kalium, viel mehr in dem aus- 
getriebenen Exemplar vorhanden war als in dem unausgetriebenen ; 
daher hier offenbar der Kaliumvorrat der Achsen nicht in dem 
Maße in Anspruch genommen wurde. Wenn sich also die Zahlen 
auch nicht ohne weiteres miteinander vergleichen lassen, so deuten 
sie doch an, daß auch bei Schroeder und den eingangs genannten 
Autoren die Lösung der Nährstoffe aus den Achsen in ähnlicher 
Weise vor sich ging. Ganz andere Zahlen zeigen jedoch die von 
Kübler für zweijährige Buchen erhaltenen. Hier zeigten die 
ganzen Pflanzen während des Austreibens z. B. eine Abnahme 
des CaO um 32%, ein Ergebnis, das nach den vorliegenden Unter- 
suchungen als unmöglich bezeichnet werden dürfte. 

Die hier mitgeteilten Ergebnisse sollen noch durch Analyse 
einer anderen Pflanze — Corylus avellana — (zwei weitere 
verunglückten leider) gestützt werden. Es wurde mit demselben 
wie oben von Salix angegebenen Verfahren, aber nur mit je 
einer Portion, die in Tabelle III wiedergegebenen Zahlen erhalten. 


Tabelle III. 







Unaungetriehene Zweige. ...' 
Ausgetriebene Zweige..... 


Herausgelöst in %....... 


Auch hier also ein ähnliches Bild: Abwandern von Mg, K, P, 
Konstantbleiben von Ca. Kalium und Phosphor wurden aber in . 
erheblich niedrigeren relativen Mengen herausgelöst als bei 
Salix; doch lassen sich hieraus noch keine weitergehenden 
Schlüsse ziehen. Es mag nur für einen späteren Vergleich erwähnt 
sin, daß der Prozentgehalt in der Trockensubstanz betrug bei 
Corylus K,O: 0,38, P,O,: 0,25 bei Salix 1919 K,O: 0,49, P,O,: 
0,30; 1920 K,O: 0,47, P,O,: 0,32. Beide waren also bei Corylus 
geringer. 

In dem Verhalten beim Austreiben der Achsen stimmen die 
Nährstoffe ziemlich mit dem überein, was sich bei der Rück- 
wanderung dieser Stoffe aus dem herbstlichen Laubblatt in die 
Achsen zeigt. Tabelle IV gibt aus der vorliegenden Literatur 
eine solche Zusammenstellung. Die Zahlen geben die Abnahme 
in Prozent der in den verschiedenen Perioden gefundenen Höchst- 
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Tabelle IV. 

| Co | MgO IK ` Nui ` Pai GAS 
EN | + Iıos 1420 unverändert eg Die H ep 
Buche?) ..... 14,9 | 40,5 36.0 = 357 |520 - 674 
Eiche). .....  — 131,5 | 84,0 | = 655 | + 647 
Platanus $)... . 791224 1493, — 52,3 + !— |684 
Liriodendron ê). . | + + | 21,7 20,0 46,1 + | + 682 
Gingko). .... ! 69| 67 | 56,0 20,0 298 | 1,4 5,2 672 
Laserpitium®) . . ; + °) ,16,9®)| 28,3 + 63,5 °) + A3 75,9 
Populus)... .. I+ + 1750 — |64, 3 = — !714 


!) Rißmüller. a Dulk. 3) Pißler. 4%) Tucker-Tollens. 
5) Swart. D Mittel von 2. 7?) Rippel. (— wurde nicht bestimmt. 
+ bedeutet Zunahme.) 
mengen an. Es muß dabei bemerkt werden, daß alle diese Zahlen 
nicht ohne weiteres vergleichbar sind, da die Zeit der Unter- 
suchung, besonders der letzten Probe, sehr verschiedenartig ge- 
wesen sein muß. Aber so viel geht doch daraus hervor, daß der 
Kalkgehalt bald eine geringe Abnahme, noch häufiger eine 
Zunahme aufzuweisen hatte, durchschnittlich also wohl ziemlich 
unverändert geblieben sein dürfte. Ebenso, daß offenbar Magne- 
sium und Natrium eine relativ geringere Abnahme erfahren 
als Kalium und Phosphor, welche beiden regellos schwanken 
in ihrer Abnahme, wie das auch oben schon für das Austreiben 
festgestellt wurde. Aber jedenfalls ist das Gesamtbild in beiden 
Fällen dasselbe. Das wird später auch noch hinsichtlich SO, 
und Cl hervortreten. 

Sehr beachtenswert erscheint hier aber noch die auffällige 
Konstanz in der Abwanderung des Stickstoffs, von dem rund 
70% zurückwandern. Das ist sicherlich kein Zufall, wovon ich 
mich aus weiteren Angaben überzeugen konnte. Doch würde 
diese Frage hier zu weit vom Thema abführen, und ich gedenke 
daher anderweitig darauf zurückzukommen. 

Wichtig erscheint nun noch die Frage nach der Bindungs- 
form, in der die der Mobilisation unterliegenden Elemente vor- 
kommen. Der Stickstoff kommt in der Achse fast ausschließlich 
als Eiweiß vor, das also mobilisiert werden muß, wie Tabelle V 
(Versuch 1919) zeigt. Die Zahlen geben, wie oben, den absoluten 
Gehalt je einer Portion an. Noch eines ist hier bemerkenswert: 
In den ausgetriebenen Achsen ist der Prozentgehalt an Eiweiß-N 
vom Gesamt-N niedriger als in den nicht ausgetriebenen Achsen, 
dementsprechend auch der Prozentgehalt des mobilisierten Ei- 
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Tabelle V. 


o ~ "? | geg | Eiweiß-N in % 
| Gesamt-N Eiweiß-N des Gesamt-N 
Nicht ausgetrieben || 0,612 + 0,0107 | 0,587 + 0,0080 95,9 + 2,17 
0,454 + 0,0130 | 0,389 + 0,0046 85,7 + 3,14 


Ausgetrieben 
Differenz 


Herausgelöst in % 25,8 33,7 10,2 + 3,82 


weiß-N höher als der des Gesamt-N. Das kann natürlich nur so 
zu deuten sein, daß in den austreibenden Achsen ein Teil des 
Eiweiß-N in abgebauter Form vorhanden ist, die bei der Eiweiß- 
bestimmung (ausgeführt nach der neueren Methode von Stutzer 
mit CuSO, und NaOH) nicht erfaßt wird. Allerdings liegt die 
Differenz mit 10,2 + 3,82 noch innerhalb der dreifachen wahr- 
scheinlichen Schwankung; das Ergebnis kann also nicht als völlig 
gesichert angesprochen werden; doch zeigen andere Beobachtun- 
gen, daß diese Vermutung richtig ist. 

Hornberger zeigte (S. 327), daß im Frühjahrssaft der Hainbuche 
nur ?/,, in dem der Birke nur !/, des Gesamt-N in Form von Eiweiß vor- 
handen ist. Borodin z. B. hat auch nachgewiesen, daß bei der Eiweiß- 
mobilisation in den Zweigen reichlich Aminosäuren auftreten, die auch sonst 
vielfach dort festgestellt wurden, worüber man die Literatur bei Czapek 
(S. 286ff.) vergleichen möge. 

Um nun noch weitere Klarheit zu gewinnen über die Bin- 
dungsform der übrigen Elemente, insbesondere der Alkalien, 
wurden noch in den Proben von 1919 Schwefelsäure und Chlor 
bestimmt (s. Tabelle VI). Die Schwefelsäure blieb also völlig 


Tabelle VI. 


| SO, | o | Fis an- 
ee Mee __ | organisch 


. »Ausgetrioben | -. 0,0043 


0,111 + 0,0022 | 0,024 
Nicht ausgetrieben || 0,111 + 0,0024 | 0,034 | 0,0018 



































konstant; es werden also keine Sulfate mobilisiert. Ebensowenig 
nimmt Chlor ab, das überhaupt nur in sehr geringer Menge vor- 
handen ist (Bestimmung Mittel von II/III und V/VI). Auch 
Chloride werden also nicht mobilisiert. Es sei hier nochmals auf 
Tabelle IV verwiesen, woraus zu ersehen ist, daß auch bei der 
herbstlichen Rückwanderung aus dem Laubblatt S und Cl nicht 
beteiligt sind. Das eine merkwürdig hohe Ergebnis von SO, ist 
wohl nur als Zufall anzusprechen. 
: y 
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Wenn also die Alkalien, speziell das Kalium, in anorganischer 
Bindung vorhanden wären, so könnte das nur in der Form eines 
Phosphates der Fall sein. Herausgelöst wurden 0,072 e P,0;; 
das würde einer Menge von 0,095 g K,O entsprechen, während 
0,128 g aus den Achsen mobilisiert wurden. Da auch, wie man 
sieht, die wahrscheinlichen Schwankungen sehr gering sind, so 
geht schon hieraus hervor, daß jedenfalls nicht alles K,O als 
Phosphat aus der Achse mobilisiert sein konnte; hinzu kommen 
noch die geringen Mengen Na,O und MgO. Die basischen Be- 
standteile sind hiernach also sicher zum Teil in organischer Form 
vorhanden gewesen und hieraus mobilisiert worden. 

Es wurde nun noch die Menge des in 'anorganischer Form 
vorhandenen Phosphors bestimmt; die Zahlen sind ebenfalls in 
Tabelle VI angeführt. 


Zu diesem Zweck wurden je 5g Substanz in einem 200er Kölbchen 
mit 100 ccm Essigsäure (*°/,o00 ccm) 5 Stunden unter häufigem Umschütteln 
stehenlassen, aufgefüllt, abfiltriert, 175 ccm mit 25ccm Molybdänlösung 
gefällt; der Niederschlag abfiltriert, das Filtrat durch Zusatz einer Spur 
anorganischer P,O, geprüft; da Niederschlag erfolgte, konnte angenommen 
werden, daß alle anorganische P,O, ausgefällt sei. Der abfiltrierte Mo- 
Niederschlag in NH, gelöst, mit Magnesiamixtur wieder gefällt, der Nieder- 
schlag nach 24stündigem Stehen in Salpetersäure gelöst und hieraus die 
Phosphorsäure mit Molybdänlösung gefällt und gewogen!). 


Wie man aus Tabelle VI ersieht, sind überhaupt nur sehr 
geringe Mengen anorganischen Phosphors in den nicht ausgetrie- 
benen Achsen vorhanden. Es geht also daraus hervor, daß nahe- 
zu die Gesamtmenge der mobilisierten basischen Be- 
standteile ursprünglich in organischer Form in den 
Achsen vorhanden gewesen ist. Es sei hier erwähnt, daß 
Hornberger (S. 332) darauf hinweist, daß in dem Frühjahrssaft 
der Birke die Mineralbasen gegenüber den Mineralsäuren derart 
im Überschuß sind, daß nur !/,—!/, jener durch diese gebunden 
werden können. Der Überschuß müsse also durch organische 
Säuren gedeckt werden, von denen er reichlich Äpfelsäure fand. 

Nach dem soeben beschriebenen Versuch ist selbstverständ- 
lich auch der mobilisierte Phosphor in organischer Form 
vorhanden gewesen, was nochmals ausdrücklich festgestellt sei. 


Nachdem auf diese Weise festgestellt war, wie sich die anorga- 
nischen Nährstoffe in der Achse beim Austreiben im Frühjahr ver- 
1) Vgl. auch Rippel II. 
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halten, ohne daßeine Zufuhr dieser Stoffe möglich war, 
sollte weiterhin die Frage geklärt werden, wie sich diese Verhält- 
nisse gestalten, wenn für Zufuhr dieser Stoffe gesorgt war. 


Es wurden also 1920 21 verschiedene Portionen von ljährigen Achsen 
eingeteilt. Je 3 wurden in dest. Wasser gestellt (es sind das die oben in 
Tab. I angeführten), je 3 in eine Nährlösung, die nacheinander in 4 Gaben 
enthielt 0,5g Ca (NO,),, 0,5g KNO,, 0,4 g K,HPO,, 0,2g MgSO,, 0,2g 
NaC], eine Spur Fe,Cl,, und eine gute Messerspitze voll CaCO,. Weitere 
je 3 erhielten keinen Kalk (Ca(NO,), und CaCO, weggelassen), aber die 
doppelte Menge KNO,; je 3 kein Magnesium (MgSO, weggelassen); 
je 3 kein Kalium (KNO, und K,HPO, weggelassen), dafür doppelte 
Menge Ca(NO,), und 0,5g Na,HPO,; je 3 keinen Phosphor (K,HPO, 
weggelassen), mit doppelter Menge KNO,; je 3 keinen Stiokstoff (KNO, 
und Ca (NO,), weggelassen), aber mit doppelter Menge K,HPO, ‚wie Tab. VII 
in übersichtlicher Weise zeigt. 


Tabelle VII. 





Voll 0,5 0,5 0,4 0,2 02 | Spur en Li — 
Ohne Ca — 1, 0,4 0,2 0,2 S „| — 
, Mei o5 |05 | o4 | = [02] » n10) — 
nm K 1,0' Sen u 0,2 0,2 un nu 1,0 0,5 
~ PI olio] -19%2ı9%2|! ,. 1,10 — 
„ N Ta SR 0,8 0,2 0,2 | “n „ 1,0 Ei 
Ohne | — — — — — = — | — 





Die ausgetriebenen Blätter und Sprosse wurden bei Abbruch 
des Versuches (Dauer vom 1. III. bis 5. IV.) als Trockensubstanz 
gewogen; darauf wird nachher zurückzukommen sein. Zuerst 
seien die Analysen der so behandelten Achsen mitgeteilt, die in 
Tabelle VIII wiedergegeben sind, und zwar in der oben für Ta- 
belle I angegebenen Weise. Das bemerkenswerte Ergebnis dieses 
Versuches ist nun folgendes: Diejenigen Elemente in der Achse, 
die beim Austreiben mobilisiert werden, werden in verstärktem 
Maße mobilisiert, wenn das betreffende Element fehlt, die übrigen 
jedoch zur Verfügung stehen. Man vergleiche dazu die betreffen- 
den Zahlen der Reihe Ohne mit denjenigen der betreffenden 
Reihe Ohne K usw.; die in Frage kommenden Zahlen sind, um 
sie besser hervortreten zu lassen, fett gedruckt. Außerdem zeigt 
die Tabelle IX diese Erscheinung übersichtlicher, indem dort der 
Prozentgehalt der herausgelösten Stoffe bei den Reihen Ohne 
und Ohne K usw. berechnet ist. Es sollen hier zunächst Calcium 
und Stickstoff'unberücksichtigt bleiben, da der letzte überhaupt 
nicht mehr, der erste nur innerhalb der Fehlergrenze (Differenz 
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Tabelle VIII. 
E CaO | MgO lk d NaO | PO, | N 
Nicht aus- 1,770 0,625 | 0,128 0,284 oos | 0,192 | 0,635 
getrieben ` 
Ohne | 1408 | 0,566 | 0,100 | 0,119 | 0042 ! 0,100 0,424 





| +0,0074 |+0,0194 +0.0028 +0.0022| + 0.0014 +0.0018 +0,10 








„ Ca 1632 | 0,587 | 0,103 | 0,256 | 0,072 0135 | 0,424 
E +0.0193 +0.0086: +0,0012 +:0.0066 + 0,0046 +0.0026 Out 

„ Mei 1576 i 0,596 | 0,085 | 0,193 | 0,071. 0,098 | 0,404 
+0.,0062 ‚+0.0154:+0.0008 +0.0024 40.0034 + 0,0018 +0,0102 

a K 1,500 | 0,674 | 0,101 | 0,108 | 0,051 : 0,096 | 0,440 





+:0,0580 | +0,0176 +0.0030, +0.0016 +0,0046 +0,0020 + 0,0033 
, Pl ai" 0633 | 0,096 | 0,201 | 0,116 0,087 | 0,495 
| +0,1450 |+0,0480 +0,0018 +0.0030 +0,0030 +0,0010+0,0152 














a N A 1,569 ı 0,581 | 0,105 | 0,186 | 0,079 ` 0,140 ` 0,426 

| +0,0214 !+0.0090 +0,0026 +-0,0054 +0,0010 +:0,0040 10,010 

Voll | 1,646 | 0,612 | 0.104 0,191 | 0,100 : 0,106 | 0471 

l +0.0262 .+.0,.070.+:0,0038 +0,0056. +0,0006 +0, 0024 +0.06) 
Tabelle IX. 

Herausgelöst bei Ohne | Ohne Ca | Ohne Me Ohne K | Ohne P | Ohne } N 
CaO aal oim? — o — es = 
MgO aa ne (är e = 
Kai RRE er JF es 60 | — = 
P,O, l 47,9 ! Ges | Steg EE | 54,7 EE 
N (BD Ile e 18327 


0,0029 + 0,0021) mobilisiert wurde; auf diese beiden Elemente 
wird bei Besprechung der in den ausgetriebenen Achsen und 
Blättern festgestellten Mengen zurückzukommen sein. Deutlich 
ist dagegen das vermehrte Herauslösen bei K, Pund Mg. Relativ 
am wenigsten wurde Kalium mehr gelöst: die Differenz beträgt 
0,011 + 0,0026, beträgt also das 4,2fache der wahrscheinlichen 
Schwankung, so daß die Tatsache sichergestellt sein dürfte. Etwas 
intensiver mehr gelöst wurde Phosphor; bei P,O; beträgt die 
Differenz 0,013 - 0,0020, also das 6,5fache der wahrscheinlichen 
Schwankung. Am meisten mehr gelöst wurde Magnesium; 
bei MgO beträgt die Differenz 0,015 + 0,0031, also das 4,9fache 
der wahrscheinlichen Schwankung. Auch die Tatsache, daß das 
vermehrte Herauslösen alle mobilisierbaren Elemente betrifft 
(allerdings mit Ausnahme des Stickstoffs, für den es weiter unten 
jedoch ebenfalls wahrscheinlich gemacht werden kann), ergibt 
eine weitere Stütze für die Richtigkeit unserer Anschauung. 
Zweifellos wäre diese Erscheinung bei noch länger fortgeführter 
Kultur noch besser zum Ausdruck gekommen; die Versuche 
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mußten aber, äußerer Umstände halber, früher als beabsichtigt 
abgebrochen werden. Aber die erwähnte Tatsache dürfte fest- 
stehen und wird sich weiter unten bei der Analyse der geernteten 
Blätter ebenfalls zeigen. 

An der Hand der Tabelle VIII mögen nun noch einige weitere 
Bemerkungen angeschlossen werden. Beim Vergleich der Reihe 
„Ohne“ mit den übrigen zeigt sich zunächst, daß eine teilweise 
Wiederanreicherung der Achsen an den mobilisierten Nährstoffen 
stattfindet oder daß bei Vorhandensein dieser Nährstoffe in der 
gebotenen Nährlösung die Nährstoffe in der Achse nicht in dem 
Maße herangezogen werden. Welche dieser beiden Möglich- 
keiten die allein oder intensiver wirkende ist, kann hier natürlich 
nicht entschieden werden. Auch die Frage, ob von der Mobili- 
sation vornehmlich die Zellen der Rinde oder des Holzes be- 
troffen werden, ebense von der vielleicht später wieder eintreten- 
den Regeneration, muß auf spätere Untersuchungen zurück- 
gestellt werden. Es mag nur Erwähnung finden, daß bei Schroe- 
ders (II) Untersuchungen N und P zu gleichen Teilen aus Stamm- 
holz und Stammrinde, K und Mg erheblich mehr aus dem Holz 
gelöst wurden. Das muß aber, bei den eingangs erwähnten Män- 
geln der Methodik, noch genauer festgestellt werden. 

Weiterhin dürfte es verlockend erscheinen, aus der Tabelle VII 
Beziehungen zwischen den einzelnen Elementen herauszufinden. 
Das ist jedoch nicht immer möglich: Da die Versuche zur Ent- 
scheidung einer anderen Frage angestellt wurden, so wurde nicht 
darauf geachtet, daß alle Nährlösungen, abgesehen von dem 
jeweilig Fehlenden, auch ganz gleich zusammengesetzt waren, 
wenn das überhaupt möglich erscheint. Demgemäß muß man sich 
hüten, etwa aus der auffälligen Zunahme des Stickstoffs bei 
Ohne P, und umgekehrt der Zunahme des Phosphors bei Ohne N, 
eine Beziehung zwischen diesen beiden Elementen herauslesen 
zu wollen. Diese Erscheinung ist lediglich darauf zurückzuführen, 
daß die doppelte Menge KNO, bzw. K,HPO, gegeben wurde. Ein 
gleiches gilt für den Versuch, eine Beziehung zwischen K und Ca, 
etwa im Sinne des Ehrenbergschen Kalk-Kali-Gesetzes, heraus- 
finden zu wollen, wie ohne weiteres aus Tabelle VII hervorgeht. 

Soweit sich irgendeine Beziehung herausfinden läßt, handelt 
es sich um eine Selbstverständlichkeit wie bei der P,O,-Zunahme 
bei Ohne Ca, wobei nicht mehr P gegeben wurde als beispiels- 
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weise bei Voll; das erklärt sich natürlich einfach durch die hier 
verhinderte Ausfällung der P,O, infolge des Fehlens von Calcium. 

Aber ein anderer Fall erscheint bemerkenswert: Bei Ohne K 
wurde die PO, als Na,HPO, gegeben, daneben noch NaCl. Trotz- 
dem bleibt der Na-Gehalt der Achsen äußerst niedrig im Ver- 
gleich zu den übrigen Versuchsreihen, am geringsten von allen 
mit Nährstoffen versorgten. Das zeigt doch offenbar, daß das 
Natrium das Kalium irgendwie ersetzen kann, sei es durch 
einen unmittelbaren Ersatz, sei es durch einen mittelbaren, d.h. 
durch `, A bechte ben" des Kaliums. Diese Beobachtung stimmt 
mit unseren Versuchen über diese Frage überein (Pfeiffer- 
Rippel). Dabei sei noch darauf hingewiesen, daß gerade das 
Natrium in den Achsen sehr intensiv gespeichert wird, wenn 
Kalium zur Verfügung steht, wie die Analysen zeigen; Natrium 
wird einerseits kaum aus den Achsen gelöst, andererseits bei 
genügend Kalium stark in diesen gespeichert: Bei genügendem 
Vorhandensein von Kalium wird man ihm also nur eine ziemlich 
nebensächliche Rolle zuweisen müssen. 

Im übrigen sollen derartige Beziehungen hier nicht weiter 
verfolgt werden; es mag genügen, daß für weitere Untersuchungen 
das Zahlenmaterial hier festgelegt ist; ich denke dann später auf 
weitere Fragen zurückzukommen. | 

Schließlich sind noch in Tabelle X die Analysen der neu- 
gebildeten Achsen und Blätter und ihr Trockensubstanzertrag 
mitgeteilt. Aus Materialmangel mußten zur Analyse die drei 
Parallelen zusammengeworfen werden; die wahrscheinliche 














Tabelle X. 
Reihe |Ronasche Me | Na,0 | K,O | PO, | N Substans 
Ohne | 0,532 0,070 | 0,086 | 0,018 | 0,197 | 0,072| 0,286 | 6,957 


+0,0188 +0,0023| +0,6012| +0,C006 +0,0042 +0,0024+0,0079' +0,233 
0,803 | 0,085 | 0,048 | 0,010 | 0,280 | 0,119 | 0,331 | 8,384 
+0,0266  +0,0032|+0,0016 +0,0003 +0,0092 +0,0040 +0,0110! +0,278 
1,208 | 0,212 | 0,061 | 0,019 | 0,359 | 0,157 | 0,404 | 10,268 
+0,0391|+0.0069| +0,0020! + 0,0006 +0,01 16, +0,0051'+0,0131| +0,332 
»„ K || 0,934 | 0,229 | 0,068 | 0,042 | 0,162 | 0,113 | 0,359 | 9,961 
-= {Æ+ 0,0082 + 0,0020! +0,0006. +0,0004, +0,0014:+0,0010)+0,0031' +0,087 

, P | 1041 | 0,195 | 0,053 | 0,021 | 0,287 | 0,098 | 0,339 | 8,938 
+0,0483| +0,0090) + 0,0025| +0,0010 +0,0133:+0,0043 +0,0159 +0,415 

0,963 | 0,168 | 0.055 | 0.0552, 0,247 | 0,144 | 0,810 | 8,604 


„ Ca 
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'+0,0400, +0,(070) +0,0023| +0,0023 +0,0102,+0,0060.+0,0129) +0,357 
Voll, 1,034 ue, 0,064 | ® | 0,327 | 0,140 | 0,391 | 9,628 
"+0,0252|+0,00451+0,00151 — '4:0,00R0-+0,0034.+0,0095' +0,235 
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Schwankung ist aus denen der Trockensubstanzerträge berechnet. 
Da außerdem meist nur je eine Analyse gemacht werden konnte, so 
leiden die Zahlen natürlich an einer gewissen Unsicherheit. Sie 
mögen nur zur Ergänzung des vorher Gesagten dienen. Die An- 
gaben beziehen sich auf den absoluten Gehalt des Durchschnitts- 
ertrages der drei Parallelen, sind also ohne weiteres mit denen 
der Tabelle VIII zu vergleichen. 

Es zeigt sich hier zunächst dieselbe Erscheinung, die wir 
oben als das wichtigste Ergebnis unserer Untersuchungen fest- 
gestellt haben: Im Vergleich zu der Reihe Ohne wurde aus den 
Achsen dasjenige Element, das fehlte, in verstärktem Maße 
herausgelöst; man sieht, daß in allen Fällen die Zahlen höher 
sind!). Das Mehr beträgt bei Magnesium 65,5%, bei Phos- 
phor 29,2%, bei Kalium 27,6%; die Größenordnung ist also 
die gleiche wie oben. Mithin muß die oben gezogene Schluß- 
folgerung als richtig anerkannt werden. Auch Stickstoff scheint 
sich so zu verhalten, wenigstens wurde bei Ohne N gegenüber 
Ohne ein Mehr von 0,074 + 0,0151 gefunden; da die Differenz 
das 4,9fache der wahrscheinlichen Schwankung beträgt, so wäre 
die vermehrte Lösung auch für den N sichergestellt. Daß dies in 
Tabelle VIII nicht hervortrat, liegt wohl an den großen wahr- 
scheinlichen Schwankungen; wie man sieht, liegt die hier be- 
obachtete Differenz noch innerhalb der dreifachen wahrschein- 
lichen Schwankung der Zahlen in dieser Tabelle VIII. 

Auch für das Calcium scheint eine verstärkte Lösung bei 
Ohne Ca eingetreten zu sein. Rechnet man jedoch bei der Differenz 
von 0,025 die dreifache wahrscheinliche Schwankung (nach dem 
Fehlerfortpflanzungsgesetz berechnet) ab, so bleibt die geringe 
Differenz von 0,013, also nur ein ganz geringfügiges Mehr (2,3% 
des CaO-Gehaltes der Achsen Ohne)?). Auf alle Fälle kann dies 
nicht bedeutend sein, wie oben in den Achsenanalysen gezeigt 
wurde. Daß diese Auffassung in der Tat die richtige sein dürfte, 
zeigen endlich noch die Trockensubstanzerträge der verschiedenen 
Reihen, die in der letzten Spalte der Tabelle X mit aufgeführt sind. 

Hierbei haben selbstverständlich die Zweige Ohne den ge- 


1) Die entsprechenden Zahlen sind wie in Tab. VIII durch fetten 
Druck kenntlich gemacht. | 

2) Die entsprechend berechneten Zahlen liegen für Mg, K, P erheblich 
höher: MgO : 19°/,; RO: 18,4 °/9; P20; : 6°/% 
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ringsten Ertrag ergeben. Der nächstschlechteste Ertrag ist nun 
bei Ohne Ca erzielt; die Differenz gegen Voll beträgt 1,244 — 
0,364 g, überschreitet also die wahrscheinliche Schwankung um 
das 3,4fache, so daß wir von einem sicheren Minderertrag sprechen 
können. (Auch zeigten diese Zweige schon äußerlich durch 
bleichere Farbe gegenüber den anderen einen merkbaren Unter- 
schied.) Die Differenz aller übrigen gegen Voll überbleibt jedoch 
unter der dreifachen wahrscheinlichen Schwankung, ist aber stets 
höher als bei Ohne Ca, teilweise sogar, wenn auch innerhalb der 
Fehlergrenze, noch etwas höher als Voll. Diese Beobachtung 
ist nun sicherlich kein Zufall: man erinnere sich, was früher und 
socben von dem Calcium gesagt wurde. Auf das Fehlen des 
Calciums reagiert die Pflanze am intensivsten, weil 
ebendieCalciumverbindungennichtoderamwenigsten 
intensiv mobilisiert werden können. Natürlich soll das einst- 
weilen nur für unseren Fall des Austreibens von Zweigen gelten!). 

Es dürfte nicht allzu gewagt erscheinen, ein ähnliches Prinzip 
hinsichtlich des Magnesiums auszusprechen: Wie man sieht, 
hat die Reihe Ohne Mg den höchsten Ertrag gegeben (von der 
Reihe Voll sei hier abgesehen; nach Ausweis der wahrscheinlichen 
Schwankungen kann der wahre Ertrag hier natürlich erheblich 
höher liegen), und Magnesium ist gerade das Element, das bei 
Fehlen in der Nährlösung am intensivsten aus der Achse gegen- 
über Ohne mehr herausgelöst werden kann. Es muß hier aber 
darauf hingewiesen werden, daß oben (S. 137) festgestellt wurde, 
daß das Magnesium (MgO) relativ weniger mobilisiert wird als 
beispielsweise Kalium (K,O). Beide Beobachtungen brauchen 
sich nicht zu widersprechen; denn bei jenen Versuchen ist es 


1) Es mag hier noch darauf hingewiesen werden, daß sich die Wichtig- 
keit des Ca für die austreibenden Blätter auch darin zeigt, daß der Früh- 
jahrssaft sehr reich an Kalk ist: Bei Hornberger kann man z. B. sehen, 
daß in ihm der Ca-Gehalt bei der Birke 26,9%, der Hainbuche 26,1% 
der Gesamitasche betrug (0,067 und 0,121 g im Liter; erste Untersuchung). 
Es ist nach unseren Untersuchungen nicht wahrscheinlich, daß dieses 
Ca aus Achse oder Wurzel stammt; vielleicht löst die erwachende Wurzel- 
atmung größere Ca-Mengen, so daß die Pflanzen auf diese Weise genügend 
versorgt sind. Doch bedarf das noch der Prüfung, da sich ja immerhin die 
Wurzeln anders verhalten könnten als die Achsen, wenn das bei Bäumen 
auch wenig wahrscheinlich ist. Aus den von Bauer, KüblerundRamann- 
Bauer mitgeteilten Zahlen läßt sich leider infolge der schon eingangs 
erwähnten Unregelmäßigkeiten nichts in dieser Richtung erkennen. 
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denkbar, daß bei Fehlen aller Nährstoffe eben der Faktor Magne- 
sium noch nicht im Minimum zu sein braucht, was natürlich ein- 
treten muß, sobald für Zufuhr der übrigen Nährstoffe gesorgt 
wird. Im übrigen sei noch bemerkt, daß leider die wahrschein- 
lichen Schwankungen in den Trockensubstanzerträgen im all- 
gemeinen zu erheblich sind, als daß diese Beobachtungen weiter 
ausgedehnt werden können. (Es mag hier hinzugefügt werden, 
daß diese großen Unterschiede vermutlich davon herrühren, daß 
sich die benutzten Salixzweige sehr als von im Holz bohrenden 
Käferchen befallen erwiesen.) 

Von Interesse schien es mir noch, in dem Material von 1919 
die leicht löslichen Kohlenhydrate zu bestimmen, um einen quan- 
titativen Einblick in das Verhältnis zu den Mineralbestandteilen 
zu gewinnen. Insbesondere sollte noch dabei darauf geachtet 
werden, ob die Mobilisierung der HemiceHulosen, die Schellen- 
berg mikroskopisch in austreibenden Zweigen festgestellt hat, 
hier makrochemisch nachgewiesen werden könne. Leclerc de 
Sablon hat diese Lösung ebenfalls makrochemisch verfolgt, gibt 
aber nur die Prozentzahlen in der Trockensubstanz an, keine ab- 
soluten Werte. Wie man sehen wird, war das hier nicht möglich, 
weil die leicht löslichen Kohlenhydrate in so großen Mengen 
vorhanden waren, daß sie bei Versuchsende noch nicht alle von 
‘der Pflanze aufgebraucht waren. Tabelle XI gibt die Zahlen dieses 
Versuches; diese sind umgerechnet auf die Menge in je einer Por- 
tion in Gramm. Die wahrscheinliche Schwankung gilt also für die 
je drei Parallelen. 

Tabelle XI). 
SEHE GE E E 
Nicht ausgetrieben | 10,82+0,228 | 6,22+0,102 | 5,71 + 0,070 
Ausgetrieben 5,34 £0,264 | 5,15 + 0,096 5,13 + 0,282 


I. 5g Substanz wurden mit 50 ccm Wasser !/, Stunde im Wasserbad 
erhitzt, nach dem Erkalten 5 cem Speichel und 2 ccm 5 proz. alkoholische 
Thymollösung hinzugefügt, 48 Stunden im Thermostaten stehenlassen, 
abgenutscht, ausgewaschen, Filtrat auf 200 ccm gebracht, davon 100 ccm 
mit 50 ccm 5proz. Schwefelsäure 2 Stunden im Wasserbad erhitzt, auf 
200 ccm aufgefüllt, 25 ccm mit Sodalösung eben alkalisch gemacht und 
mit Fehlingscher Lösung gefällt (2 Minuten Kochdauer). Der Nieder- 
schlag wurde im trockenen Luftstrom geglüht und als CuO gewogen. Eine 
Umrechnung konnte natürlich nicht vorgenommen werden; in Tab. XI 
ist alles als CuO ünd auf je eine Achsenportion angegeben. 


!) Dic Zahlen entsprechen g CaO. 
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II. Rückstand von I mit 100 ccm Wasser und 50 ccm 5 proz. Schwefel- 
säure 2 Stunden im Wasserbad erhitzt, auf 200 ccm aufgefüllt, abfiltriert, 
25 ccm gefällt usw. wie unter I. l 

III. Rückstand von II mit 50 ccm Wasser und 50 ccm 5 proz. Schwefel- 
säure 2 Stunden am Rückflußkühler gekocht, aus 250ccm aufgefüllt, 
abfiltriert und 25 ccm gefällt wie unter I. 

Man kann daraus Folgendes ersehen: Durch I wurden Zucker- 
arten, Stärke und vielleicht in Wasser lösliche Hemicellulosen 
erfaßt, d. h. wohl alle leicht löslichen Kohlenhydrate. Man sieht, 
daß diese nach dem Austreiben um die Hälfte abgenommen haben, 
daß also immer noch ein ganz erheblicher Rest verblieben ist, der 
nicht angegriffen werden konnte. In Verbindung mit den oben 
gemachten Ausführungen ergibt sich, daß die austreibenden 
Achsen weit früher unter Mangel an Mineralstoffen und 
an Stickstoff als an Kohlenhydratmangel zu leiden 
haben. Wie weit bei diesem Versuch Hemicellulosen beteiligt 
waren, kann natürlich bei diesem summarischen Verfahren nicht 
entschieden werden. 

Es wurde nun erwartet, daß sich vielleicht bei der weiteren 
Behandlung nach II und III Anhaltspunkte dafür ergeben würden, 
ob etwa in Wasser unlösliche Hemicellulosen mobilisiert worden- 
wären. Wie man sieht, sind allerdings Unterschiede vorhanden, 
indem bei den ausgetriebenen Zweigen weniger abgebaute Zell- 
wandbestandteile gefunden wurden als bei den nicht ausgetriebenen. 
Das könnte also für einen Beweis angesehen werden, und ich habe 
das ursprünglich auch getan. Leider kann ich aber diesen Schluß 
nicht aufrechterhalten: Einmal liegen, wenigstens bei III, die 
Unterschiede noch innerhalb der Fehlergrenze. Sodann machte 
ich die Beobachtung, daß die Mahlung der ausgetriebenen Zweige 
etwas gröber war als bei den nicht ausgetriebenen. Das kam 
offenbar daher, weil das Material nicht scharf getrocknet wurde, 
sondern in lufttrockenem Zustande untersucht wurde (wie oben 
S. 126 angegeben), damit unerwünschte Veränderungen beim Er- 
hitzen vermieden würden. Zufälligerweise war bei den ausgetrie- 
benen Achsen der Wassergehalt höher: 


Wassergebalt 
Nicht ausgetrieben.. . . . . . . 93,78% + 0,038 
Ausgetrieben . . ....... 90,31% + 0,238 


Daraus erklärt sich also die gröbere Mahlung und die selbst- 
verständlich infolgedessen niedrigeren Zahlen bei Säurebehandlung. 
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Einige allgemeine Betrachtungen. 


Im Anschluß an die Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse 
seien noch einige Punkte allgemeinerer Natur besprochen, soweit sie im 
vorstehenden noch nicht berührt wurden. Es liegt zunächst nahe, von 
den hier erhaltenen Ergebnissen aus Stellung zu nehmen zu der Frage, 
welche Faktoren den Austritt aus bzw. in die Ruhe bedingen, wobei aller- 
dings zu beachten bleibt, daß hier mit Zweigen gearbeitet wurde, deren 
Ruheperiode abgelaufen war. Bei flüchtiger Betrachtung scheint hier die 
Klebssche Anschauung, wonach der Eintritt in die Ruhe bedingt werde 
durch einen Überschuß an organischem Material bzw. einen relativen 
Nährsalzmangel, eine erhebliche Stütze zu finden in unserer Beobachtung, 
daß in der Tat die austreibenden Zweige mit N und anorganischen Nähr- 
salzen relativ schlecht versorgt waren, während offenbar noch genügend 
Kohlenhydrate zur Verfügung standen. Ein gleiches gilt natürlich auch 
für die ruhenden Zweige. Es ist hier aber zunächst ein Punkt zu beachten, 
auf den meines Wissens bisher noch nicht hingewiesen wurde, der aber von 
diesem Gesichtspunkte aus ganz zweifellos erhebliches Interesse besitzt: 
Die Rückwanderung von N und anorganischen Stoffen aus dem herbst- 
lichen Laubblatt in die Achsen, also gerade zu einer Zeit, zu der die Ruhe- 
periode einsetzt. Dieser Abschnitt kennzeichnet sich also durch eine erhöhte 
Tätigkeit in der Mobilisation dieser Stoffe durch die Pflanze. Wenn nun 
die Knospen, in denen ja offenbar der Sitz dieser Tendenz zur Ruhe ist, 
hiervon durch Aufspeicherung keinen Nutzen ziehen, so dürfte das doch 
wohl darauf hindeuten, daß die wirklichen Ursachen tiefer liegen als ledig- 
lich in einem relativen Nährsalzmangel. Ich schließe mich darin völlig 
der Auffassung von Weber an!). 

Betrachtet man weiterhin die oben angeführten Zahlen, so läßt sich 
daraus ohne weiteres erkennen, daß die Mobilisation von N und anorganı- 
schen Nährsalzen reguliert wird von der Entwicklung der austreibenden 
Teile. Wir haben ja gesehen, daß bei Fehlen irgendeines Elementes dieses 
in verstärktem Maße aus der Achse mobilisiert wird. Es liegt darin wohl 
ein deutlicher Hinweis dafür, daß das Austreiben nicht durch gewisse 
Vorgänge in der Achse, die den Knospen Nährsalze zuführen, sondern um- 
gekehrt diese durch jenes beeinflußt werden. Das ist ebenfalls eine völlige 
Bestätigung der Anschauung Webers, wenn er S. 11 sagt: „Sind die in 
den Knospen liegenden Hemmungen beseitigt, dann vermögen sich jene 
jederzeit die zum Austreiben nötigen Nährstoffe und Nährsalze zu ver- 
schaffen, sei es nun aus den eigenen Reservevorräten, oder aus denen des 
angrenzenden Stammteiles.. .““ 

Es mag noch darauf hingewiesen werden, daß bei dem Lak on schen 
Frühtreibverfahren — Einstellen der Zweige in Nährlösung — die Wirkung 
nicht nur durch Behebung des relativen Nährsalzmangels denkbar ist, 
sondern auch in anderer Richtung: Beeinflussung der Permeabilität des 
Protoplasmas (vgl. Weber, S. 21). 


1) Man vgl. auch E. Küster, S. 631ff. (Flora, Festschrift Stahl, 
S. 621. 1918). 
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Eine allgemeine Betrachtung verlangt noch die Rolle des Calciu m. 
Wir haben gesehen, daß dieses Element in den Achsen beim Austreiben 
nicht, oder nur in äußerst geringfügigem Maße, mobilisiert werden kann, 
und daß demgemäß die Pflanzen deutlich Zeichen von Kalkmangel zeigten, 
der sich in einer sichtbaren Minderproduktion äußerte. Es liegt hier ein 
Analogon zu den keimenden Samen vor. Schroeder (I) hat festgestellt, 
daß Calcium aus den Kotyledonen von Phaseolus nicht resorbiert wird; 
Czapek drückt S. 388 diese Beobachtung so aus, daß er zeigte, wie alle 
übrigen Elemente um ein Vielfaches des Ca bei der Keimung mobilisiert 
wurden. Wir wissen ja auch, daß die jungen Keimpflänzchen gerade auf 
das Fehlen des Ca sehr intensiv reagieren (vgl. z. B. Mayer, S. 285). Das 
ist also der sichtbare Ausdruck für die augenscheinliche Unfähigkeit der 
Pflanzen, hier die Ca-Verbindungen des Samens heranzuziehen. 

Die bekannte Tatsache, daß gerade junge Pflanzen sehr arm an 
Calcium sind, dieses erst später in größeren Mengen auftritt, darf nicht 
über diese Unentbehrlichkeit des Ca in den ersten Entwicklungsstadien 
hinwegtäuschen. Wenn man sich nämlich auf den vielfach verbreiteten 
Standpunkt stellt, daß das Ca in erster Linie dazu dient, schädliche Stoff- 
wechselprodukte irgendwelcher Art unschädlich zu machen, so wird diese 
Beobachtung sofort verständlich: Wie ich (Rippel III) ausgeführt habe, 
muß man den Wachstumsverlauf, die Wachstumskurve oder die große 
Periode des Pflanzenwachstums, als die Resultante zweier verschiedener 
Vorgänge betrachten: einer exponentialen Steigerung — der Anstieg — 
und einer z. T. wohl durch das Auftreten von Stoffwechselprodukten 
hervorgerufenen Hemmung. Im Anfang überwiegt die Steigerung, gegen 
Ende die Hemmung. Bei dieser Auffassung wäre also gegen Ende der 
Wachstumsperiode ein immer stärkeres Anwachsen von Stoffwechsel- 
produkten zu erwarten, entsprechend müßte das Bedürfnis nach Ca immer 
größer werden und im Anfang absolut am geringsten sein. Gleichwohl 
dürfte dann aber anzunehmen sein, daß die geringen Ca-Mengen, die zu 
Anfang nötig sind, für die Pflanze ganz außerordentlich wichtig sind, um 
den ungestörten Fortgang des Wachstums zu ermöglichen. Diese Auf- 
fassung stimmt mit allen diesbezüglichen Beobachtungen sehr gut überein. 

Wie weiter bekannt ist, wirkt Ca-Mangel bei keimenden Pflanzen 
in der Richtung, daß die Wurzeln bald in der Zone des intensivsten Längen- 
wachstums zerstört werden; bei Gegenwart von Ca werden diese Schädi- 
gungen vermieden. Diesen Antagonismus des Ca hat Hansteen - Cranner 
in der Richtung gedeutet, daß das Fehlen des Ca die stabile Ausbildung 
der Zellwände verhindere, die dann einer Giftwirkung der K-, Na- und Mg- 
Ionen erliegen sollen. Das mag z. T. zutreffend sein; vielleicht ist aber dabei 
die Funktion des Ca, Stoffwechselprodukte unschädlich zu machen, noch 
wichtiger. Ich denke hier vor allem nicht an die Neutralisation etwa von 
organischen Säuren, sondern an die Neutralisation anorganischer 
Säurebestandteile, etwa in der Richtung, wie Meurer gefunden hat, daß 
das Protoplasma selbstregulatorisch Ca ausscheidet-. zur Neutralisation 
der in flüssiger Umgebung sich infolge der stärkeren Aufnahme von Kationen 
anhäufenden Anionen. Möglicherweise deuten auch die Versuche, wonach 
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es gelungen ist, Algen in Ca-freier Nährlösung zu züchten (Literatur a 
Czapek, S. 364) daraufhin, daß es diesen Pflanzen möglich ist, in dem 
flüssigen Medium die schädlichen Anionen zu entfernen, während ein gleiches 
für die in der Atmosphäre wachsenden Pflanzen nur in sehr bescheidenem 
Umfange möglich erscheint. Daß diese Auffassung, die hier nur ganz 
kurz ekizziert werden kann, noch eingehender Prüfung bedarf, brauche ich 
wohl kaum noch hervorzuheben. 

Überblickt man nun noch die Gesamtheit der Nährstoffbewegung, 
wie sie hier für die austreibenden Achsen festgestellt wurde, so kann nach 
obigen Mitteilungen folgende Stufenleiter unterschieden werden: 


Stabile Elemente. . . . .... Ca, S, Cl 
Stärker mobilisierbar . . . ... Mg, Na 
Stark mobilisierbar . ..... K, P, N. 


Wenn eine solche Unterscheidung getroffen wird, so muß man sich 
allerdings vor Augen halten, daß die schwächere Mobilisation von Mg 
und Na lediglich darauf beruhen dürfte, daß diese Elemente nicht in solch 
absolut hohen Mengen gebraucht werden, was insbesondere für das Mg 
gilt. So konnte ja oben gezeigt werden, daß im Bedarfsfalle auch dieses 
Element in stärkerem Maße herangezogen werden kann. Hinsichtlich aller 
dieser Elemente finden wir nun in den Pflanzen überall ein ähnliches Bild, 
wo diese Stoffe mobilisiert werden; es erscheint überflüssig, hierauf noch 
weiter einzugehen, um so mehr als ja doch auf Grund dieser wenigen Ver- 
suche keine quantitativen Vergleiche gezogen werden können. 

Nur das Ca verdient noch eine besondere Bemerkung: Manche Be- 
obachtungen zeigen, daß anscheinend im Verlaufe der Vegetationszeit 
z B. bei annuellen Gewächsen, das Ca in ziemlich erheblichem Maße 
in Blättern und Stengeln bewegt zu werden scheint. Es muß weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben; ob hier tatsächlich eine erhebliche 
Mobilisation von Ca-Verbindungen stattfindet, oder ob eine solche nur durch 
irgendwelche Mängel der Versuchsanstellung vorgetäuscht wird. Theore- 
tisch denkbar ist eine Mobilisation auch der Ca-Verbindungen, zumal 
ja mikroskopische Beobachtungen vorliegen, die zeigen, daß sogar Calcium- 
oxalat wieder gelöst werden kann (Literatur s. A. Meyer, S. 363). Es 
dürfte aber noch fraglich erscheinen, ob es sich hierbei um größere Mengen 
handelt, die im Stoffwechsel der Pflanzen eine erhebliche Rolle zu spielen 
vermöchten; nach den oben mitgeteilten Versuchen an austreibenden 
Achsen und der Stabilität des Ca bei der herbstlichen Rückwanderung 
in Laubblättern von Bäumen scheint das nicht allzu wahrscheinlich zu 
sein. Da wir (Pfeiffer - Rippel) an anderer Stelle näher auf diese Frage 
einzugehen haben, erübrigt sich hier eine weitere Diskussion. 


Zusammenfassung. 


Einige Ergebnisse mögen hier zusammengefaßt werden: 
L Bei dem Austreiben der Zweige im Frühjahr werden Ka- 
lium, Phosphor, Magnesium, Natrium, Stickstoff aus der Achse 
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mobilisiert, Calcium, Chlor, Schwefel dagegen nicht oder wenjg- 
stens nur in kaum nennenswertem Maße. 

2. In den austreibenden Zweigen tritt bald Mangel an N und 
den Mineralstoffen ein zu einem Zeitpunkt, zu dem Kohlenhydrate 
noch reichlich vorhanden sind. 

3. Alle mobilisierbaren Elemente sind fast ausschließlich 
ursprünglich in organischer Bindung vorhanden. 

4. Das Fehlen irgendeines mobilisierbaren Elementes be- 
wirkt, bei Vorhandensein aller übrigen, eine verstärkte Mobili- 
sation dieses fehlenden Elementes aus der Achse. 

5. Die Unmöglichkeit der Resorption des Calciums hat zur 
Folge, daß die austreibenden Zweige am intensivsten auf Ca- 
Mangel reagieren (Analogon zu den Keimpflanzen). 

6. Calcium scheint in erster Linie Exkretstoff zu sein. 
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Zur Kenntnis der photodynamischen Erscheinung: 
Die induzierte Phototaxis bei Paramaecium caudatum. 


II. Mitteilung. 


Von 
P. Metzner. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität Leipzig.) 
(Eingegangen am 2. November 1920.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der Untersuchung des Einflusses photodynamisch wirk- 
samer Farbstoffe auf Spirillum volutans konnte ich feststellen, 
daß unter ganz bestimmten (übrigens eng begrenzten) Bedingungen 
negativ phototaktische Reaktionen auftreten (Metzner 1919, 
S. 47); in Farbstofflösungen (Eosin 1: 10 000, Erythrosin 1: 20 000, 
Methylenblau 1:100 000) schwimmende Spirillen kehren ihre 
Schwimmrichtung sofort um, wenn sie plötzlich mit mäßiger Inten- 
sität beleuchtet werden (so z. B. beim Eintritt in den Fokus des 
Dunkelfeldkondensors, wenn die Intensität der wirksamen 
Wellenlängen durch Vorschalten geeigneter Farbfilter genügend 
herabgesetzt wird), während Spirillen ohne Farbstoffzusatz unter 
gleichen oder ähnlichen Verhältnissen keine Reaktion erkennen 
lassen. Auch bei anderen Organismen war das gleiche Verhalten 
zu beobachten. Chromatien und Diatomeen, die zwar an sich auch 
lichtempfindlich sind, zeigten unter den gewählten Versuchs- 
bedingungen nur in den Farbstofflösungen phobotaktische Reak- 
tionen. ° 

Weitere Versuche zeigten mir nun, daß es sich dabei um eine 
Erscheinung von anscheinend allgemeinerer Verbreitung handelt 
und ließen eine genauere Untersuchung der für das Zustande- 
kommen der Reaktion verantwortlichen Faktoren als wünschens- 
wert erscheinen. Als besonders günstiges Versuchsobjekt erwies 
sich dabei Paramaccium caudatum, dessen man sich ja auch oft 
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sonst bei der Untersuchung photodynamischer Wirkung bedient 
hat. Ich war allerdings dabei gezwungen, die bisher geübte 
Methode der Dunkelfeldbeobachtung aufzugeben, bzw. nur er- 
gänzend zu benützen. Bei der Beobachtung mit dem Dunkelfeld- 
kondensor war es wohl möglich, die Einzelheiten der photodyna- 
mischen Schädigung von Paramaecium zu verfolgen, doch hatte 
ich anfangs nichts von dem Auftreten der Lichtreaktionen be- 
merkt. Das ist darauf zurückzuführen, daß Paramaecium weniger 
empfindlich ist als die Spirillen und auch längerer Belichtung 
bedarf, ehe es zur Auslösung einer Reaktion kommt. Wegen der 
raschen Beweglichkeit und der verhältnismäßig bedeutenden 
Körpergröße ist vor allem eine größere Ausdehnung des intensiv 
beleuchteten Feldes im Präparat anzustreben, als sie im Fokus 
des Dunkelfeldkondensors zur Verfügung steht. Nach dieser Fest- 
stellung bot sich als zweckmäßigste Methodik die Beobachtung 
in der seit Engelmann (1882, 1888) schon oft zur Untersuchung 
phobophototaktischer Reaktionen benutzten „Lichtfalle‘, einem 
scharf begrenzten Lichtfleck in dem sonst dunkel gehaltenen 
Präparat. Für die Untersuchung der spektralen Verteilung der 
Empfindlichkeit wird — ebenfalls nach dem Vorgange Engel- 
manns — ein kleines Spektrum in der Ebene des Präparates 
entworfen. Die Notwendigkeit, außerordentlich hohe Licht- 
intensitäten auf das Präparat zu konzentrieren, bedingt aber 
einige Abweichungen von der Arbeitsweise Engelmanns. Vor 
allem ist keine direkte Beobachtung möglich; das Bild der ‚‚Stark- 
lichtfalle“ wird vielmehr mit Hilfe des Mikroskopobjektives auf 
einen Schirm projiziert und kann dort betrachtet werden. Damit 
ist die Möglichkeit einer objektiven Demonstration der Erschei- 
nung gegeben, und es soll im folgenden im Interesse der leichteren 
Reproduzierbarkeit der Versuche zunächst die Versuchsanordnung 
genauer geschildert werden. 


I. Versuchsanordnungen. 


. 1. Die Starklichtfalle. 


Die Anordnung der einzelnen Teile können wir an Hand der schema- 
tisch gehaltenen Abb. 1 verfolgen. Als Lichtquelle diente mir bei allen 
Versuchen eine kleine Handregulierbogenlampe von Leitz mit recht- 
winkliger Kohlenanordnung, die meist nur mit 2—3 Amp. (Vorschalt- 
widerstand 60 2 bei 220 Volt) belastet wurde. Die Bogenlampe L trägt in 
einem Lichtschutzrohr. die Kondensorlinse K, die man so weit auszieht, 
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daß das Bild des leuchtenden Kraters etwa 20cm von der Kondensor- 
linse entfernt erscheint. Unmittelbar hinter der Kondensorlinse wird eine 
Blende B mit einem quadratischen Ausschnitt von etwa 25 mm Seiten- 
länge angebracht, der durch einen Schieber beliebig verkleinert werden 
kann (manchmal ist es auch zweckmäßig, an dieser Stelle eine entsprechende 
Irisblende zu benützen). Das Mikroskop wird in vertikaler Lage (also mit 
horizontalem Objekttisch) benutzt, weil wir öfters auch unbedeckte Prä- 
parate zu untersuchen haben. Der Kondensor wird durch ein in eine 
Zentrierfassung eingesetztes Mikroskopobjektiv ( H) ersetzt, das im Prä- 
parat bei F ein scharfes Bild der Blendöffnung von B entwirft. Um die 
mitunter störenden Doppelbilder infolge der Spiegelung an der Glasfläche 
: des Mikroskopepiegels zu vermeiden, wird dieser durch ein rechtwinkliges 
Glasprisma (P,) oder einen oberflächenversilberten Spiegel ersetzt. Der 
Ausziehtubus des Mikroskops wird entfernt und am oberen Ende des Tubus 
wiederum ein rechtwinkliges Prisma (P,) oder ein Silber- 
spiegel angebracht. Die optische Achse des Mikroskopes 
soll etwa 17cm von der Blende B entfernt sein. Nach 
erfolgter Aufstellung wird zur endgültigen Zentrierung des 
Apparates geschritten. Es wird ein beliebiges Präparat 
aufgelegt und nach Zündung der Bogenlampe auf dem 
3—4 m entfernten Schirm 
zunächst ohne Rücksicht 
auf gleichmäßige Beleuch- 
tung scharf eingestellt. 
Als Objektiv wird in der ee Gs 
Regel Leitz 3 benützt. 
Nun wird mit Hilfe des 
Kondensortriebes das Ob- Abb. 1. Strahlengang für die Starklichtfalle (schematisch). 
jektiv H [ich benutze 

Meßter4(f=15,7 mm) oder Seibert 4 (f = 6,8 mm)] so lange verstellt, bis 
auch die Ränder der Blendöffnung B gleichzeitig mit dem Präparat auf dem 
Schirm scharf erscheinen. Dann erst wird die Stellung der Bogenlampe korri- 
giert, bis die Blendenöffnung B im Bild völlig gleichmäßig beleuchtet er- 
scheint. Endlich bringt man durch Nachzentrieren der Zentrierfassung und 
Nachprüfung der Stellung des Prismas P, das Bild der „Lichtfalle“ in die 
Mitte des Gesichtsfeldes. Diese Einstellung wird erleichtert, wenn an Stelle 
des Prismas P,eine Mattscheibe auf die obere Tubusöffnung aufgelegt wird. 
Es ist darauf zu achten, daß bei richtiger Einstellung das Bild des Kraters 
dicht vor dem als Kondensor benützten Objektiv liegen muß. So wird er- 
reicht, daß fast alles die Kondensorlinse K treffende Licht (und auch die 
Wärmestrahlung) auf den 1—4 qmm großen Lichtbezirk im Präparat 
vereinigt wird. Eine Ausschaltung der störenden Wärmestrahlen erscheint 
schon aus diesem Grunde dringend geboten. Es wird deshalb eine 4cm 
dicke Küvette aus Spiegelglas (Z) nicht weit von der Blende B in den 
Strahlengang gebracht, die mit gesättigter, mit etwas Schwefelsäure an- 
gesäuerter Eisensulfatlösung gefüllt ist (gekittete Spiegelglasgefäße dürfen 
nicht längere Zeit mit dieser Lösung gefüllt stehenbleiben!). 

10* 
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Die Größe des Liohtfeldes im Präparat ist abhängig sowohl von der 
Größe der Blendöffnung B als auch von der Brennweite des Objektives H, 
die Lichtstärke nur von der letzteren Größe. Bei meinen Versuchen hatte 
die Blendöffnung in der Regel 25 mm Seitenlänge. Bei Benutzung von 
Objektiv Meßter 4 besaß die „Lichtfalle“ im Präparat eine Seitenlänge von 
1,76 mm. Diese Größe ist für Versuche mit Paramaecium am geeignetsten. 
Um wenigstens eine annähernde Vorstellung von der im Präparat herr- 
schenden Lichtstärke zu bekommen, stellte ich fest!), daß bei 95facher 
Vergrößerung am weißen Papierschirm eine Helligkeit von beiläufig 
270 Meterkerzen herrschte; ohne Berücksichtigung der Verluste durch 
Reflexion und Absorption ergibt sich daraus eine Helligkeit von rund 
2440 000 Meterkerzen — d. i. etwa das 24fache der maximalen Sonnen- 
strahlung! In Wahrheit dürften etwa 3000000 Meterkerzen erreicht 
werden. Diese Helligkeit soll bei den Versuchen stets als (Bel. I) bezeichnet 
werden. Wurde Objektiv Seibert 4 verwandt, so besaß der beleuchtete 
Raum im Präparat nur eine Seitenlänge von 0,8 mm. Die Helligkeit am 
Schirm betrug bei 95facher Vergrößerung etwa 1040 Meterkerzen, so daß 
die Objekte einem Lichtstrom von mindestens 9 400 000 Meterkerzen 
ausgesetzt waren. Diese Helligkeit soll stets mit (Bel. II) bezeichnet 


werden. 
2. Das Starklichtspektrum. 


Der Strablengang ist dadurch charakterisiert, daß das Bild des Licht- 
kraters auf dem Spalt des Spektralapparates entworfen wird, der seiner- 
seits von einem schwachen Mikroskopobjektiv im Präparat abgebildet wird. 
Aus äußeren Gründen verwandte ich nicht den sonst üblichen Mikro- 
spektralapparat von Engelmann, sondern ein gewöhnliches Gerad- 
sichtspektroskop nach Browning in Verbindung mit der Vorderlinse 
des Objektives 4 von Meßter, die beide mittels einer Zentrierfassung in 
der Kondensorhülse befestigt wurden. Die Bogenlampe stand etwa 17 cm 
vom Mikroskop entfernt, das wegen der Länge des Spektralapparates 
auf eine passende Bank mit Ausschnitt gestellt wurde. Unterhalb des 
Spaltes war ein kleiner, allseitig beweglicher Spiegel angebracht. Beim 
Zentrieren verfährt man ähnlich wie bei der Einstellung der Starklicht- 
falle: ein beliebiges Präparat wird erst ohne Rücksicht auf gleichmäßige 
Beleuchtung am 2—3 m entfernten Schirm eingestellt, hierauf mit dem 
Kondensortrieb das Spektrum scharf eingestellt und nach Zentrierung 
des Spektroskopes die Stellung der Lampe korrigiert. 

Die Helligkeit und Reinheit des Spektrums läßt sich durch Verstellen 
des Spaltes regulieren; bei meinen Versuchen mußte ich — um genügende 
Intensitäten zu erreichen, stets mit maximaler Spaltweite (0,65 mm) 


1) Die Vergleichung geschah auf einfache Weise mittels eines ein- 
fachen Schattenphotometers und hatte lediglich den Zweck, die Größen- 
ordnung der angewandten Intensität festzustellen. Genauere Messungen 
habe ich wegen der unvermeidlichen Schwankungen infolge wechselnder 
Lichtbogenlänge usw. und der unbekannten Reflexions- und Absorptions- 
verluste unterlassen. 
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arbeiten. Bei eingeschobenem Spektroskop hatte das Spektrum unter 
den angegebenen Verhältnissen eine Breite von 1,2 mm und eine Länge 
von Rot zum Blau von etwa 3mm. Die Lampe brannte mit 3 Amp.; die 
Helligkeit wurde bei 100facher Vergrößerung am Schirm im Gelb zu etwa 
50 Meterkerzen bestimmt, betrug also an dieser Stelle im Präparat min- 
destens 500 000 Meterkerzen. Die Unreinheit der Spektralfarben infolge 
der bedeutenden Spaltbreite muß dann bei der Beurteilung der Versuchs- 
ergebnisse berücksiehtigt werden. ‘ 

In manchen Fällen ist es vorteilhaft, das Bild auf eine nahe beim 
Mikroskop aufgestellte Mattscheibe zu projizieren. Man kann dann auch 
das Verhalten solcher Objekte verfolgen, die sich außerhalb des hellen Spek- 
trums befinden, denn der Untergrund ist infolge von Reflexionen (z. B. 
im Objektiv des Spektralapparates) schwach diffus erhellt. 


IL. Das Verhalten unbehandelter Paramaecien. 

Ehe wir in die Besprechung der Versuche mit Farbstoffen 
eintreten, müssen wir kurz das Verhalten normaler Paramaecien 
untersuchen, um Täuschungen durch Reizerfolge anderer Herkunft 
auszuschließen. Solche Täuschungen könnten ihre Ursache haben 
einmal in einer schon primär vorhandenen Lichtempfindlichkeit, 
zum anderen in der Empfindlichkeit gegen lokale Erwärmung im 


Präparat. 
paras 1. Lichtempfindlichkelt. 


Bei der Untersuchung mit den üblichen Methoden zeigen 
Paramaecium und andere farblose Infusorien (mit ganz wenig 
Ausnahmen: z. B. Pleuronema chrysalis) im sichtbaren Licht auch 
bei hohen Intensitäten keine deutliche Reaktion auf Änderungen 
der Lichtintensität — höchstens eine geringfügige Beschleunigung 
der Schwimmgeschwindigkeit, wie sie auch nach geringfügiger 
Erwärmung eintritt. Bei Verwendung der Lichtfalle werden dann 
die Tiere den beleuchteten Bezirk stets mit erhöhter Geschwindig- 
keit passieren oder ihn verlassen. Falls sie sich vor der Belichtung 
dort etwa am Rand einer Luftblase angesammelt hatten, werden 
sie sich ebenfalls, aber erst nach Aufgabe der thigmotaktischen 
Reaktion, zerstreuen; neue Ansammlungen kommen nicht zu- 
stande. Die Folge davon ist, daß das Lichtfeld nach einiger 
Zeitim Vergleich zu den dunklen Teilen des Präparates fast leer 
erscheint; es macht dann den Eindruck, als würden die Tiere aus 
dem Strahlfeld ‚vertrieben‘ (vgl. Hertel 1905, S. 107). Es sei 
aber nochmals hervorgehoben, daß hier keine „Schreckreaktion“ 
die Ursache der Verteilung ist; auch ist zu beachten, daß der Er- 
folg erst nach längerer Zeit (l. c. S. 103) merklich ist. 
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Dagegen ist von Hertel (1904) einwandfrei festgestellt worden, 
daßkurzwelliges Licht — besonders die intensiven ultravioletten Strahlen 
des Magnesiumfunkens bei 280 uu — bei Infusorien deutliche Flucht- 
reaktionen auslöst und bei längerer Einwirkung die Objekte völlig zerstört. 
Die Bewegung der Paramaecien wird nach einigen Sekunden taumelnd, 
geht dann in ein Rollen um die Längsachse über und erlischt nach 10 bis 
"50 Sekunden schließlich unter Kontraktion des Körpers. Nach einiger 
Zeit treten dann am Körper helle Blasen auf oder es erfolgt fast explosions- 
artiges Zerfließen. In dieser Weise wirken allerdings nur die sehr kurz- 
welligen Strahlen. Schon die ultravioletten Strahlen des Eisen-Kohlen- 
bogens haben viel schwächere Wirkung. Ich überzeugte mich davon durch 
Versuche mit dem Fluorescenzmikroskop. Der Lichtbogen zwischen den 
Eisenkohlen (20 Amp.) wird mit einer Quarzlinse in der vorderen Brenn- 
ebene (in der Richtung der Lichtstrahlen gerechnet) des Quarzkondensors 
vergrößert abgebildet. Der Mikroskopspiegel wird durch ein rechtwinkliges 
Quarzprisma ersetzt. In den Strahlengang wird das Lehmannfilter (Leh- 
mann 1913, S. 446) eingeschaltet; die Konzentration des Nitrosodimethyl- 
anilins wählte ich meist etwas geringer als sonst, um noch etwas sichtbares 
blaues Licht zu erhalten, weil die Paramaecien an sich nur schwach fluo- 
rescieren. Die Quarzkondensorlinse wird im Präparat scharf abgebildet. — 
Weder im offenen Tropfen noch im bedeckten Präparat war eine besondere 
Reizwirkung des ultravioletten Lichtes zu sehen, auch das Abfangen des 
größten Teiles der kurzwelligen Strahlen durch eine dicke Glasplatte hatte 
keinen sichtbaren Erfolg. 


Wir stellen als wesentlich fest, daß Paramaecien (und auch 
andere Infusorien) zwar nicht absolut lichtunempfindlich sind, 
aber nur auf allerkürzeste — unter normalen Verhältnissen kaum 
und bei meinen Versuchen mit Glasoptik sicher nicht auf- 
tretende — ultraviolette Strahlen phototaktisch reagieren. 


2. Wärmeempfindlichkeit. 


Größer ist die Gefahr einer Störung der Versuche durch thermo- 
taktische Reaktionen. Es ist bekannt, daß Paramacium beim Be- 
stehen lokal erwärmter Bezirke im Präparat je nach der Temperatur 
der Umgebung und det Größe des Temperatursprunges positiv oder 
negativ thermotaktisch reagieren kann (vgl. Jennings 1914, 
S. 79, 82). Wir müssen deshalb eine Erwärmung des beleuchteten 
Bezirkes im Präparat möglichst zu verhindern suchen. Bei meiner 
Versuchsanordnung wird die strahlende Wärme durch eine 4 cm 
dicke Schicht gesättigter Eisensulfatlösung praktisch absorbiert. 
Tatsächlich zeigen die Paramaecien weder bei schwacher (Bel. D 
noch bei starker (Bel. II) Lichtintensität thermotak- 
tische Reaktionen. Dafür treten solche — besonders bei Bel. II 
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— nach Entfernen des Wärmefilters in ausgiebigem Maße auf. 
Die Paramaecien schwimmen dann höchstens bis zur halben Körper- 
länge über die Grenze Dunkel-Hell, dann erfolgt die Umkehr der - 
Bewegung — der „motor-reflex“ (Jennings) in typischer Weise. 
Waren etwa vordem thigmotaktisch festgelegte Individuen im 
Strahlfeld, so erfolgt nach Wegnahme der Eisensulfatküvette so- 
fort die Zerstreuung der Ansammlung. Eine Störung der Ver- 
suchsergebnisse durch Wärmestrahlung ist demnach bei Be- 
nutzung des Wärmefilters von vornherein nicht anzunehmen; be- 
sondere Kontrollversuche gaben im einzelnen Fall noch die gleiche 
Gewißheit. 


IH. Das Verhalten der Paramaecien in Farbstofflösungen. 
1. Allgemeines. 


Schon bei meinen ersten Versuchen an Spirillum volutans 
hatte ich phobotaktische Reaktionen nur bei Anwendung von 
Eosin, Erythrosin und andeutungsweise bei Methylenblau be- 
kommen. Auch Paramaecium zeigte in meinen Versuchen durch- 
aus nicht in allen photodynamisch wirksamen Lösungen auch 
phototaktische Reaktionen. Die besten Resultate erzielte ich 
wiederum mit Erythrosin und Eosin, weniger gute mit Fluorescein ; 
dagegen erzeugten die bekannten stark photodynamisch wirk- 
samen Vitalfarbstoffe Neutralrot, Kresylechtviolett und Methylen- 
blau trotz deutlicher Färbung der Individuen nur andeutungs- 
weise auftretende Reaktionen!). Ich habe mich deshalb in der 
Hauptsache auf Versuche mit Erythrosin und Eosin beschränkt. 


2. Das Verhalten in der Starklichtfalle. 


Einige Tropfen einer Erythrosinlösung 1: 3000 (in filtrierter 
Kulturflüssigkeit der Paramaecien) wird mit einem gleich großen 
Tropfen der Paramaecienkultur auf dem Objektträger gemischt, 
mit einem nicht zu großen Deckglas bedeckt (die Tiere dürfen nicht 
gequetscht werden) und sofort zur Untersuchung gebracht. Die 
Paramaecien schwimmen lebhaft in der schwach rötlich gefärbten 
Flüssigkeit umher und zeigen im gedämpften Licht völlig normales 
Verhalten. Diejenigen Tiere, die in das Strahlfeld der Starklicht- 
falle eintreten, verlangsamen rasch ihre Bewegung und stellen sie — 
nachdem sie kaum 3—4 Körperlängen vorangekommen sind — 


1) Sämtliche Farbstoffe waren von Grübler bezogen. 
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nach kurzem Schwanken ganz ein. Dann erfolgt unter Kontraktion 
des Körpers der Tod der Organismen. Bei den ersten Individuen 
-läuft der ganze Prozeß in 2—3 Sekunden ab, aber schon nach ganz 
kurzer Zeit läßt die photodynamische Wirkung auffällig nach. 
Nunmehr sehen wir, daß die erst fast geradlinige Bewegung der 
Paramaecien zunächst unregelmäßig wird, dann in das charak- 
teristische Rollen um die Längsachse übergeht, ehe es zam völligen 
Stillstand der Wimperbewegung kommt. Dabei ist zunächst keine 
Andeutung einer phobotaktischen Reaktion wahrzunehmen. 
Immer langsamer erfolgt die photodynamische Wirkung, auch 
immer unvollkommener. Nun tritt allmählich eine andere Er- 
scheinung in den Vordergrund. Die in ihrer Bewegung stark beein- 
trächtigten — nur noch taumelnden — Paramaecien beginnen nach 
einiger Zeit der Belichtung rückwärts zu schwimmen, kommen aber 
nur mühsam ein kleines Stück voran, ehe sie der Lichtwirkung er- 
liegen. Allmählich zeigt sich die Umkehr der Bewegung immer 
früher, und bald gelingt es dem oder jenem Tier, aus dem Licht- 
feld zu entkommen. Immer deutlicher wird das Bild der typischen 
Fluchtreaktion, immer lebhafter die Bewegung der Tiere im Strahl- 
feld, und schließlich stippen die von außen herankommenden 
Paramaecien zum Teil nur eben mit dem Vorderende in das Licht- 
feld hinein, andere dringen eine ganze Körperlänge ein und kehren 
dann ihre Bewegung um: negative Phobophototaxis. Auch dieser 
Zustand ist nur vorübergehend. Allmählich dringen die Tiere 
immer weiter in das Gesichtsfeld ein, ehe die Bewegungsumkehr 
erfolgt; bald sehen wir sie erst am jenseitigen Rand der Lichtfalle 
eintreten (besonders in dem kleineren Strahlfeld bei Bel. II), 
und schließlich durchkreuzen die Tiere den hellen Bezirk, ohne 
daß man die später im dunklen Teile des Präparates erfolgende 
Bewegungsumkehr sicher auf den Lichtreiz beziehen kann (es 
kommt gelegentlich auch spontanes Rückwärtsschwimmen vor). 
Nach den bisherigen Erfahrungen (Metzner 1919, S. 41; 1920, 
S. 389) ist dies Nachlassen der Wirkung einmal auf das Aus- 
bleichen des Farbstoffes, hauptsächlich aber auf den steigenden 
Sauerstoffmangel zurückzuführen. Tatsächlich genügt auch hier 
wieder ein einfaches Aufheben des Deckglases, um für kurze Zeit 
die ursprüngliche Wirkung zu regenerieren. Besonders heftige 
Wirkung werden wir demnach zu erwarten haben, wenn wir das 
zu untersuchende Präparat unbedeckt, also in dauernder Berüh- . 
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rung mit der Luft lassen. Andere Möglichkeiten, die Reizgröße 
zu dosieren, haben wir in der Veränderung der Farbstoffkonzen- 
tration und schließlich in der Regelung der Lichtstärke oder der 
Ausschaltung eines Teiles der Lichtstrahlen durch farbige Filter. 
Das ist besonders wichtig, da sich im Verlauf der Untersuchung 
zeigte, daß sich bei geeigneter Wahl der Reizstärke auch positiv 
phobophototaktische Reaktionen einstellen, die also zu einer 
Ansammlung der künstlich lichtempfindlich gemachten Organis- 
men in der Starklichtfalle führen in genau derselben Weise, wie 
sich etwa Euglenen oder Purpurbakterien in der Engelmannschen 
Lichtfalle anhäufen. Wir gehen nun dazu über, nach dem allge- 
meinen Überblick die verschiedenen Grade der photodynamischen 
Wirkung im einzelnen zu besprechen. 


a) Der Lichttod. 

Im unbedeckten Präparat tritt im weißen Licht (Bel. I und 
Bel. II) der Tod fast blitzartig ein, und in kurzer Zeit ist der Raum 
der Lichtfalle dicht gefüllt von kontrahierten Infusorienleibern — 
so wie das Abb. 2a darstellt. Hier erhält sich die letale Wirkung 
der Kombination Licht -+ Farbstoff viel länger als im bedeckten 
Präparat und so kommt es, daß bei nicht zu reichlichem Material 
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Abb. 2. Paramaecien in der Starklichtfalle (Erythrosin 1 : 6000). 


a in weißem Licht (offener Tropfen): Tiere tot. b in weißem Licht (bedecktes Präparat): 
negative Reaktion. c in blauem Licht (bedecktes Präparat): positive Ansammlung. 


fast kein Individuum dem Lichttod entgeht. Freilich unbegrenzt 
ist die Wirkung auch hier nicht. Der Farbstoff bleicht aus und 
verliert an Wirksamkeit, ein größerer Prozentsatz geht aber dadurch 
verloren, daß das tote Protoplasma sowohl Erythrosin wie Eosin 
reichlich speichert (während die lebenden Infusorien nichts von 
einem Eindringen des Farbstoffes erkennen lassen, jedenfalls nur 
Spuren desselben aufnehmen). Das ist denn auch im projizierten 
Bild an der Rotfärbung der toten Infusorien bald zu sehen: So 
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verarmt das beleuchtete Feld fast ganz an photodynamisch wirk- 
samer Substanz, und wir sehen nach längerer Zeit auch hier den 
Lichttod langsamer eintreten und das Auftauchen negativ phobo- 
taktischer Reaktionen, besonders in den tieferen (also sauerstoff- 
ärmeren) Schichten des Tropfens. Beim Verschieben des Prä- 
parates ergibt sich an anderen Stellen noch ungeschwächte Wirk- 
samkeit. Am schnellsten tritt der Lichttod in Erythrosin 1: 6000 
und 1: 10000 ein. Eosin 1: 2000 im offenen Tropfen wirkt schon 
merklich schwächer; das ‚Auslaufen‘ der Bewegung nimmt hier 
etwa 2—3 Sekunden in Anspruch. Noch langsamer ist die Wirkung 
von Eosin 1: 6000; hier sehen wir — ebenfalls im offenen Tropfen — 
bei starker Beleuchtung (Bel. II) die Paramaecien in taumelnder 
und rollender Bewegung sich im Strahlfeld ansammeln, so unter 
Umständen eine positiv phototaktische Anhäufung vortäuschend. 
Verfolgen wir das Verhalten der einzelnen Individuen, so erkennen 
wir bald, daß es sich um eine rein passive Erscheinung handelt: 
die von außen kommenden Paramaecien werden zwar so weit ge- 
schädigt, daß sie sich nur mühsam bewegen können — meist nur 
um ihre Längsachse rollen, jedenfalls aber kaum von der Stelle 
kommen, die Einstellung der Bewegung erfolgt indes erst nach 
längerer Zeit. So kommt es, daß fast keines der von außen an- 
kommenden Tiere das Strahlfeld verlassen kann. — Die Wirkung 
von Erythrosin 1: 6000, 1: 10 000 bzw. Eosin 1: 2000 unter dem 
Deckglas ist anfangs fast ebenso intensiv wie im unbedeckten 
Tropfen, läßt aber bereits nach 5—10 Sekunden recht erheblich 
nach, wie schon oben geschildert wurde. Infolgedessen kommt es 
auch nie zu solch dichten Ansammlungen toter Infusorien, wie 
sie Abb. 2a von einem unbedeckten Präparat zeigt. 

Weitere Einzelheiten der photodynamischen Zerstörung des 
Zelleibes erkennen wir bei Dunkelfeldbeleuchtung (vgl. Metzner, 
1919, S. 40). Wegen der geringen Größe des beleuchteten Feldes 
muß das Objekt durch Verschieben des Präparates dauernd im 
Gesichtsfeld gehalten werden. Wir sehen dann, wie kurz vor dem 
Eintritt der rollenden Bewegung sich die Wimpern — zuerst in 
der hinteren Region des Körpers — mit ihren Basalkörpern abzu- 
lösen beginnen und von den noch schlagenden Wimpern nach 
hinten getrieben werden. Bald sind die Paramäcien von einem 
leuchtenden Schweif solcher abgeworfener Cilien gefolgt; dann 
stellen auch nach kurzer Zeit die noch vorhandenen Wimpern ihre 
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Tätigkeit ein. Die Cilien werden mit ihren Basalkörpern abge- 
stoßen und sind schwach, aber deutlich schraubig gekrümmt; 
Eigenbewegung zeigen sie nach dem Abwerfen unter dem Einfluß 
der photodynamischen Wirkung nicht mehr (nur Brownsche 
Molekularbewegung). Wird jedoch bald nach dem Beginn des 
Abwerfens ein Farbfilter in den Gang der Lichtstrahlen gebracht, 
das die Hauptmenge der wirksamen Strahlen absorbiert (4,5 mm 
dicke Schicht einer Erythrosinlösung 1: 1000), so schreitet der 
Prozeß noch einige Zeit fort, und die nunmehr abgelösten Wimpern 
führen noch während einiger Sekunden rhythmische Bewegungen 
aus (vgl. Metzner 1919, S. 40). Die Trichocysten bleiben hin- 
gegen in der Regel unverändert; das ist insofern bemerkenswert, 
als man bisher wohl das Ausschleudern der Trichocysten, aber 
nicht den Verlust der Wimpern bei der Einwirkung starker Reize 
beobachtete. Es gibt auch hier keine strenge Regel, denn bei einer 
Kultur von Paramaecien, die Januar 1920 gelegentlich zur Unter- 
suchung kam, wurden als erste Antwort auf den Lichtreiz die 
Trichocysten ausgeschleudert, dann erst erfolgte die Ablösung der 
Wimpern. Später habe ich das nie wieder beobachtet. 


b) Die negative Phobophototaxis 


Der am Eingang unserer Besprechung geschilderte Versuch 
läßt bereits erkennen, daß die negativ-phobotaktischen Reak- 
tionen nur bei einer bestimmten Reizgröße in typischer Weise 
auftrefen: ist die photodynamische Wirkung zu stark, dann ist 
schon durch die Lähmung der Bewegung (und den Cilienverlust) 
die Möglichkeit einer ausgiebigen Reaktion genommen. Wir sehen 
dann auch, daß der Versuch zu einer Reaktion — sofern er über- 
haupt eintreten kann — erst nach geraumer Zeit erfolgt. Bei 
sinkender Reizgröße (= steigendem Sauerstoffmangel im be- 
deckten oder sinkender Farbstoffkonzentration im unbedeckten 
Präparat) erfolgt die Reaktion immer rascher auf den Reizbeginn, 
bis im Optimum der Wirkung die Paramaecien die Grenze der Stark- 
lichtfalle nur etwa um die Hälfte der Körperlänge (etwa 100 u) 
überschreiten. Es wird dann das Strahlfeld von den Paramäcien 
„gemieden‘‘, es erscheint leer bis auf einige abgestorbene Indivi- 
duen, die der starken photodynamischen Wirkung während der 
ersten Sekunden zum Opfer gefallen sind (vgl. Abb. 2b). Diese 
günstigsten Bedingungen stellen sich bei bedeckten Präparaten 
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in Erythrosin 1: 6000 bei Bel. I ziemlich rasch ein, etwas lang- 
samer bei Verwendung offener Tropfen. Eosin zeigt beste Wirkung 
in der Konzentration 1: 2000 bei schwacher (Bel. I), 1: 6000 bei 
intensiver (Bel. II) Beleuchtung (bedeckte Präparate). Recht 
schön zeigt sich die negative Reaktion auch in Fluorescein 1: 2000 
(Bel. II). Neutralrot 1: 20 000, Safranin 1: 10 000 und Methylen- 
blau 1: 100 000 bringen dagegen trotz deutlich sichtbarer (zum 
Teil sehr intensiver) Vitalfärbung nur undeutliche Lichtreaktionen 
hervor. Bei all diesen Versuchen ist ziemlich rasches Arbeiten 
mit frischen Präparaten erforderlich, weil es sich, wie schon betont 
wurde, um eine infolge der sinkenden Sauerstoffkonzentration 
nur kurze Zeit anhaltende Erscheinung handelt. 

Wir sahen, daß im besten Falle die Reaktion bereits erfolgt, 
nachdem Paramaecium die Grenze donkel bell um eine halbe 
Körperlänge überschritten hat. Rechnen wir, daß die Schwimm- 
geschwindigkeit von Paramaecium caudatum rund 1—1,2 mm 
in der Sekunde beträgt, so ergibt sich, daß zwischen Reizbeginn 
und Reaktion höchstens ein Zeitraum von 0,1 Sekunden liegt. 

Die phobotaktische Reaktion auf Lichtreize unterscheidet sich 
in nichts von der Art und Weise, wie Paramaecium auch sonst auf‘ 
starke Reize reagiert. Jennings, der das Verhalten von Para- 
maecium gegen die verschiedensten Reize eingehend studierte, 
bezeichnet sie treffend als ‚‚motor-reflex‘‘. Er schildert den typi- 
schen Verlauf folgendermaßen (1914, S.69): „Paramaecium hat 
eine einfache Methode, allen derartigen Ereignissen zu begegnen. 
Es schwimmt zunächst rückwärts, indem es dadurch natürlich 
gleichzeitig den Wimperstrom umkehrt. So entgeht es aber der 
Reizwirkung, indem es sich selbst aus der Gegend, in der dieser 
Einfluß stattfand, zurückzieht, während es die Reizursache!) 
mit dem umgekehrten Flimmerstrom wegtreibt. Dann wendet 
es sich nach einer Seite und schwimmt in einer neuen Richtung 
wieder vorwärts. So kann das Tier die Reizwirkung vermeiden. 
Wenn indessen die neue Bahn wieder in die Gegend führt, von 
wo der Reiz kommt, so reagiert das Tier ebenso wie zuerst, bis 
es sich schließlich nach einer anderen Richtung wendet.“ Dabei 
ist allerdings vorausgesetzt, daß das Tier bei dem Rückwärts- 
schwimmen aus dem Bereich des Reizes herauskommt; ist das nicht 
der Fall, so hält die Rückwärtsbewegung dauernd an (oder bis zur 


1) Gemeint sind vor allem chemische und thermische Reize. D. Verf. 
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„Gewöhnung‘ an den Reiz). So ist bekannt, daß Paramaecium in 
schwachen Kochsalzlösungen längere Zeit rückwärts schwimmt. 
Bei unseren Versuchen läßt sich etwas Ähnliches beobachten: 
Behalten wir ein Individuum, das eben begonnen hat, rückwärts 
zu schwimmen, dadurch dauernd im Lichtfeld, daß wir das Prä- 
parat ständig nachrücken, so wird die Rückwärtsbewegung auch 
hier nicht wieder aufgegeben; das Tier kommt aber infolge der 
langsam fortschreitenden Schädigung ganz allmählich zur Ruhe. 
(Bei ganz schwacher Wirkung kann auch nach einiger Zeit wieder 
vorübergehend die Vorwärtsbewegung aufgenommen werden.) 
Bei der Beobachtung unter optimalen Bedingungen tritt noch ein 
Umstand ohne weiteres auffällig hervor: es genügt, nur einen 
Teil des Infusors zu belichten, um die einheitliche Reaktion 
des ganzen Wimperkleides auszulösen; auch darin besteht kein 
Unterschied gegenüber dem Verhalten gegen andere (z. B. che- 
mische oder mechanische) Reize. Durch entsprechende Versuche 
läßt sich dann auch nachweisen, daß es für den Ausfall der Reak- 
tion gleichgültig ist, ob der vordere oder hintere Abschnitt des 
Körpers belichtet wird, wie ja nicht anders vorauszusehen war. 

Sinkt die Reizintensität unter die Größe, bei der die optimale 
Reaktion eintritt, so erscheint die Bewegungsschnelligkeit der 
Versuchstiere dauernd normal, aber die Zeit zwischen Reizbeginn 
und Bewegungsumkehr wächst an: wir sehen die Tiere immer 
weiter in das Strahlfeld eindringen, bis schließlich Lichtreaktionen 
nicht mehr einwandfrei festzustellen sind. Das Ausmaß der 
Reaktion bleibt aber bis zuletzt (mit unkontrollierbaren Aus- 
nahmen und individuellen Abweichungen) dasselbe wie zu Anfang 
der Beobachtung: immer der gleiche ‚„‚motor-reflex‘. Nur der 
Zeitpunkt des Reaktionsbeginnes verschiebt sich. Für dies Ver- 
halten sind zwei Ursachen denkbar: ein Sinken der Erregbarkeit 
oder Unterschiede im Ablauf der primär durch das Licht ein- 
geleiteten Prozesse. Eine Veränderung der Empfindlichkeit wäre 
höchstens mit dem steigenden Sauerstoffmangel im bedeckten 
Präparat zu erklären; demgegenüber läßt sich bei geringer Farb- 
stoffkonzentration (Eosin 1:10 000) schon im frischen — also 
sauerstoffreichen — Präparat spätes Eintreten der Reaktion 
beobachten. Weit einleuchtender erscheint es, wenn wir an die 
Vorstellung anknüpfen, daß das Licht mit Hilfe des Farbstoffes 
im Protoplasma chemische Vorgänge katalysiert, bei denen Stoffe 
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entstehen, die ihrerseits bei einer bestimmten Konzentra- 
tion die Reaktion des Wimperkleides auslösen. Bei allzu rascher 
Wirkung verhindert die Lähmung infolge des gestörten Stoff- 
wechsels das Eintreten der Reaktion; bei geringer photodynami- 
scher Wirkung (etwa Farbstoff- oder Sauerstoffmangel) wird da- 
gegen eine gewisse Zeit vergehen, ehe die reaktionsauslösende 
Konzentration erreicht wird!). 

Individuelle Verschiedenheiten der Empfindlichkeit sind 
natürlich vorhanden, und man wird selten Versuchsmaterial an 
Paramaecien erhalten, das sich quantitativ homogen verhält. 
Re gibt auch im gleichen Präparat ‚nervöse‘‘ und „apathische“ 
Individuen, die sich natürlich in ihrem Reaktionsmodus unter- 
scheiden. Unter optimalen Bedingungen ist dieser Umstand nicht 
so auffällig, weil bei dem plötzlichen starken Reiz die Reaktionen 
recht gleichmäßig ausfallen und sich nur gröbere Abweichungen 
bemerkbar machen können. Je schwächer die photodynamische 
Wirkung ist — je langsamer die Bildung der zur Reaktion führen- 
den Substanz verläuft —, um so geringere Unterschiede in der 
Empfindlichkeit müssen sich geltend machen; um so bunter ist 
auch tatsächlich das Bild. Meist bestehen gleichzeitig Unter- 
schiede in der Schwimmgeschwindigkeit. Während lebhafte 
Tiere etwa bis zur Mitte des Strahlfeldes vorschießen und in ge- 
streckter Bahn ebenso rasch — oder gar etwas beschleunigt — 
zurückfahren, führen trägere ihre Reaktion schwankend oder 
taumelnd aus, überschlagen sich oder kommen gar — weil sie 
längere Zeit im Lichtkreis verweilen — dort zum Stillstand. 
Immerhin verhält sich bei sonst guten Kulturen die Hauptmenge 
durchaus gleichartig und die Abweichungen sind nicht größer, 
als sie bei dem Studium chemotaktischer Ansammlungen auf- 
treten. 

c) Die positive Phobophototaxis. 


Ebenso wie die negative Phobophototaxis ist das Auftreten 
positiver Reaktionen an ganz bestimmte — ziemlich eng begrenzte 
— Bedingungen gebunden. Am schönsten sah ich sie in bedeckten 
Präparaten mit Erythrosin 1: 6000, 1:10 000, 1:20 000, Eosin 
1: 2000, 1: 6000, wenn in den Gang der Lichtstrahlen eine helle 

1) Das würde besagen, daß die Bildung der reizauslösenden Produkte 


— wenn auch über beliebig viel Zwischenstufen hinweg — der angewandten 
Lichtenergie proportional ist. 
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Rotscheibe oder ein nicht zu dunkles Kobaltglas eingeschaltet 
wurde. Dabei heißt es allerdings rasch arbeiten: die Versuche ge- 
lingen nur mit solchen Präparaten, die unmittelbar vorher bedeckt 
wurden, also noch verhältnismäßig sauerstoffreich sind. Wir 
sehen dann in wenigen Sekunden den Raum der Lichtfalle sich mit 
lebhaft durcheinander schießenden Paramaecien füllen — so wie 
das etwa Abb. 2c anschaulich machen soll. Haben wir an Stelle 
der festen quadratischen Blende eine Irisblende in das Präparat 
projiziert, so erscheint beim plötzlichen Erweitern der Blend- 
öffnung die Form des ursprünglichen Lichtfleckes für einige Augen- 
blicke durch die Ansammlung abgebildet. Infolge der raschen 
Beweglichkeit der Tiere geht das Bild jedoch rasch verloren. — 
Bei diesen und ähnlichen Versuchen könnte es auffallen, daß die 
Grenzen der Ansammlungen nicht so rein und scharf sind als etwa 
bei der Ansammlung von Purpurbakterien in der Lichtfalle. Dabei 
ist aber einmal die größere Schwimmgeschwindigkeit und die 
bedeutendere absolute Größe der Versuchsobjekte zu berück- 
sichtigen, weiterhin auch der Umstand, daß die Reaktion erst in 
meßbarem zeitlichem Abstand nach dem Verdunklungsbeginn 
erfolgt. Die empfindlichsten Individuen überschreiten auch hier 
die Grenze hell-dunkel nur um eine halbe Körperlänge, andere 
(doch in den günstigen Fällen die Minderzahl) stoßen fast oder 
ganz in das dunkle Gebiet vor. Nur nebenher möchte ich an dieser 
Stelle darauf hinweisen, daß Schwimmgeschwindigkeit und die 
Steilheit der Schwimmrichtung gegen die Kante der Lichtfalle 
auf den Zeitpunkt der Reaktion von Einfluß sind (vgl. Metzner 
1920, S. 374). Diese Unebenheiten werden um so störender her- 
vortreten, je kleiner die Starklichtfalle ist, können bei zu kleinem 
Lichtfeld den Eindruck der Reaktion fast verwischen. In gleicher 
Richtung wirkt noch ein anderer Umstand, der in der Reaktions- 
weise der Paramaecien begründet ist. Die Reaktion selbst ist 
wiederum der typische „‚motor-reflex‘: das Tier schwimmt in ge- 
streckter Bahn ein ganzes Stück zurück, ehe es anhält, um in neuer 
Richtung wieder voranzuschwimmen. Trifft der Organismus 
dann wieder auf die Grenze hell-dunkel, so wird er wieder dieselbe 
Reaktion ausführen und im hellen Felde ‚gefangen‘ bleiben. 
Ist jedoch der Lichtfleck sehr klein, so wird die Grenze hell-dunkel 
an der gegenüberliegenden Seite schon während des Rückwärts- 
schwimmens überschritten. Unter diesen Umständen beobachten 
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wir aber nur selten Bewegungsumkehr! Genauere Beobachtung 
zeigt, daß um so eher eine Reaktion zu erwarten ist, je weiter die 
vorhergehende Reaktion zurückliegt. Die Erklärung dieses Phäno- 
mens ist wohl unschwer zu geben: Der Organismus hat unmittelbar 
nach einer Reaktion seine Erregbarkeit eingebüßt und erlangt 
sie erst allmählich wieder zurück (Refraktärstudium). Oder stoff- 
lich gesprochen: Die bei der Reaktion — der Umschaltung des 
gesamten Wimperapparates — verbrauchte Energie entstammt 
einem plötzlichen Zerfall bestimmter lebendiger Substanz, die 
- dann im Laufe des normalen Stoffwechsels — aber langsamer — 
wieder ersetzt wird. In dem Maße, wie das geschieht, steigt 
auch die Möglichkeit zu einer neuerlichen Reaktion. Es ist ein- 
leuchtend, daß ein starker Reiz eher wieder zur Reaktion führen 
wird als ein schwacher Reiz, der eben eine größere Erregbarkeit 
verlangt; ebenso wird verständlich, daß derselbe Reiz um eo 
leichter die Bewegungsumkehr auslösen wird, je weiter das Refrak- 
` tärstadium vogeschritten ist. Man würde also z. B. in unserem 
Falle imstande sein, den Verlauf des Refraktärstadiums durch 
Variieren der Lichtstärke (= Reizgröße) und der Größe des Strahl- 
feldes annähernd zu bestimmen. Genauere Versuche in dieser 
Richtung habe ich nicht angestellt, weil es nicht gelingt, die Be- 
dingungen für das Auftreten positiver Reaktionen für längere Zeit 
konstant zu erhalten. Jedenfalls wird durch diesen Umstand 
eine Mindestgröße der Starklichtfalle bestimmt, bei der die photo- 
taktische Ansammlung störungsfrei zu demonstrieren ist. Es 
zeigte sich, daß der Durchmesser mindestens 1,2—1,5 mm betragen 
muß; meist wurde das 1,75 mm große Feld von Bel. I für die 
Versuche verwandt. 

Wie schon zu Anfang dieses Abschnittes erwähnt wurde, 
gelingt es nur auf relativ kurze Zeit, positiv phototaktische An- 
sammlungen zu erhalten; insbesondere scheint eine bestimmte 
Sauerstoffkonzentration dem Auftreten dieser Erscheinung günstig 
zu sein. In offenen Präparaten mit geringen Farbstoffkonzen- 
trationen sind nur andeutungsweise positive Reaktionen zu er- 
halten, in älteren bedeckten (= also sauerstoffarmen) Präparaten 
sah ich nie solche. Die Lichtintensität muß durch Filter stark ge- 
dämpft sein; nach der Entfernung der Filter sehen wir in allen 
Präparaten sofort die Paramäcien das Strahlfeld fliehen und in 
typischer Weise negativ phobotaktische Reaktionen ausführen. 
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Dabei sind auch wieder nur die Strahlen des Spektrums wirksam, 
die von dem verwandten Farbstoff absorbiert werden. Am schön- 
sten ließ sich zwar die positive Ansammlung bei der Verwendung 
einer hellen Rotscheibe demonstrieren, so daß man auf eine be- 
sondere Wirkung roter Strahlen schließen könnte. Allein eine 
spektroskopische Untersuchung des Glases (Kupfer-Überfangglas) 
zeigte, daß noch eine beträchtliche Menge blaugrüner und blauer 
Strahlen durchgelassen wurde, und die Prüfung ergab, daß diese 
Strahlen allein wirksam waren. Ein dunkleres Goldrubinglas 
zeigte dementsprechend keine Wirkung. Bei Verwendung von 
Kobaltglas und einem Zettnowschen Grünfilter ist die positive 
Reaktion ebenfalls sehr deutlich, aber wegen der für unser Auge 
geringeren Lichtstärke nicht so gut zu demonstmieren. 

Wenn wir sehen, daß der Sinn der Reaktion von der Licht- 
stärke (allgemeiner von der Reizstärke) abhängig ist, so müssen 
wir erwarten, daß zwischen beiden Extremen eine indifferente 
Zone liegt, wo also keinerlei Reaktion auf Belichtungsänderungen 
erfolgt. Oft gerät man durch Zufall in dies Gebiet; nach dem 
Vorstehenden ist es dann leicht, durch Änderungen der Reiz- 
intensität positive oder negative Reaktionen zu erzielen. 


8. Das Verhalten im Starklichtspektrum. 


Es ist bereits von einer ganzen Reihe von Autoren (Raab 1900, 
Dreyer 1904, Hertel 1905, Hausmann 1909, Tappeiner 
1909) darauf hingewiesen worden, daß nur solche Lichtstrahlen 
photodynamisch wirksam sind, die von dem betreffenden Farbstoff 
absorbiert werden. Meist wurden bei den Versuchen eine Anzahl 
von Präparaten in die einzelnen Spektralgebiete gebracht und die 
Zeiten gemessen, innerhalb deren die Versuchsobjekte abstarben. 
Diese Zahlen ermöglichen einen besonders exakten Vergleich der 
Wirksamkeit in den Versuchen von Hertel, bei denen die Strah- 
lungsenergie der einzelnen Spektralgebiete thermoelektrisch be- 
stimmt und ausgeglichen wurde. Demgegenüber ist die von mir 
angewandte Beobachtung im Mikrospektrum nur qualitativer 
Natur, ermöglicht aber einige besonders interessante Feststel- 
lungen. 

Am schönsten gelingen wiederum die Versuche im offenen 
Tropfen mit Erythrosin 1: 6000 und maximal geöffnetem Spalt. 
Die Stelle der maximalen Absorption im Grün ist als dunkles Band 
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im Spektrum am Schirm deutlich wahrzunehmen. Wir sehen nun, 
wie die Paramaecien beim Durchkreuzen des Spektrums nur im 
Gelbgrün und Grün in der uns schon bekannten Weise ziemlich 
plötzlich getötet werden und bald eine ansehnliche Ansammlung 
bilden. Der rote Teil des Spektrums erscheint leer und die Para- 
maecien durchkreuzen ihn ohne Aufenthalt; im blauen Teil — 
besonders im Blaugrün — hält sich dagegen dauernd eine Anzahl 
von Tieren auf, ohne daß man deutlich ausgeprägte einheitliche 
positive phototaktische Reaktion feststellen könnte. Sie ist nur 
bei eigen — wohl besonders rue — Individuen zu 
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Abb. 8. Paramaecien im Starklichtspektrum (Erythrosin 1 : 6000). 
a unbedeckter Tropfen. b bedecktes Präparat. 





beobachten. Die Paramaecien scheinen so selbst das Absorptions- 
spektrum des Farbstoffes aufzuzeichnen, in dem sie schwimmen 
(vgl. Abb. 3a). Erythrosin und Eosin besitzen nun auch eine End- 
absorption im Violett bzw. Ultraviolett, die bei höheren Kon- 
zentrationen bei etwa 368 u bzw. 321 u beginnt (Krüß 1905), 
und wir müßten auch in diesen Gebieten phototaktische Reaktionen 
erwarten. Tatsächlich habe ich auch bei manchen Versuchen 
an der Grenze des sichtbaren Violett Anzeichen positiver An- 
sammlung bemerkt, doch nie so ausgeprägt, daß man ein be- 
stimmtes Urteil darüber abgeben könnte. Ursache dieser geringen 
Wirkung ist einmal in der geringeren Absorption des Farbstoffes, ` 
vor allem aber in der starken Dispersion im Blau und der relativ 
starken Absorption der Strahlen unter 400 u durch die Glas- 
apparatur zu suchen. 


Photodynamische Erscheinung. II. 163 


Es muß aber bald auffallen, daß das Maximum der Ansamm- 
lung nicht mit dem deutlich sichtbaren Maximum der Absorption 
zusammenfällt; während dies bei 525 u liegt, finden wir die größte 
Dichte der toten Infusorien etwas nach Gelb zu verschoben — 
zwischen 570—530 uu. Etwa an der Stelle der größten Absorption 
im Grün liegt das Ende der Ansammlung. Die Grenze nach dem 
Gelb zu ist besonders scharf abgesetzt. Bei der Größe und Rasch- 
heit der Paramaecien könnte man etwa an eine Verwischung der 
Grenzen dadurch denken, daß die Tiere nach Eintritt der Schä- 
digung noch ein Stück weiter schwimmen. Doch wäre damit 
weder die einseitige Verschiebung noch die relativ scharfe Be- 
grenzung der ‚Totenfelder‘ zu erklären. Wir können uns aber 
davon überzeugen, daß diese Verschiebung nicht vorgetäuscht ist, 
wenn wir an Stelle von Paramaecium kleinere Infusorien (Col- 
pidium colpoda) verwenden, die infolge ihrer größeren spezifischen 
Oberfläche noch empfindlicher sind und fast blitzartig vom Licht- 
tod in den wirksamen Bezirken ereilt werden. Auch sie zeichnen das 
gleiche Bild: fast geradlinige Grenze im Grüngelb, etwas ver- 
waschenere Grenze etwa in der Mitte des sichtbaren Absorptions- 
bandes. — Ich sehe die Deutung dieser Erscheinung in folgendem: 
Der Farbstoff dringt in das Plasma (bzw. die Plasmahaut) der 
Infusorien ein, wenn auch nur in Spuren und besitzt dort ein etwas 
abweichendes Absorptionsspektrum, dessen Absorp- 
tionsmaximum nach Gelb zu verschoben ist. Solche Verschiebun- 
gen sind häufig zu beobachten; so tritt z. B. auch eine Verschiebung 
nach Rot zu auf bei Gegenwart von Gelatine; ganz bekannt ist die 
Verschiebung bei der Anfärbung von Bromsilber und Chlorsilber. 
Das Maximum der Wirkung muß natürlich bei den Strahlen liegen, 
die von dem Farbstoff im Plasma am meisten verschluckt 
werden. Die Objekte zeichnen uns also nicht das 
Spektrum der wässerigen Lösung, sondern das 
— direkt nicht wahrnehmbare — Absorptionsspek- 
trum des Farbstoffesim Plasma auft). 


1) Es wäre von vornherein noch der Einwand denkbar, daß durch die 
Absorption im Farbstoff selbst bei dickeren Tropfen die wirksamen Strahlen 
abgeschwächt werden und daß dadurch eine Verschiebung vorgetäuscht 
würde — etwa so, wie das Assimilationsmaximum des Chlorophylis bei 
dickeren Organen eine Verschiebung von Rot nach Gelb hin erleidet. 
Allein schon Versuche mit ganz flachen Tropfen, bei denen die Absorption 


11* 


164 l P. Metzner: 


Nach einiger Zeit läßt auch hier die Wirkung merklich nach, 
und schließlich sehen wir im Bereich der maximalen Wirkung 
negative phobotaktische Reaktionen auftauchen. Das Absorp- 
tionsband des Farbstoffes ist dann noch fast ebenso intensiv wie 
zu Anfang des Versuches, von einem Ausbleichen des Farbstoffes 
also wohl nicht zu reden. Bei genauerem Zusehen erkennen wir, 
daß es sich um Tiere handelt, die in tieferen Regionen des Tropfens 
schwimmen. Dort ist im Laufe des Versuches trotz der freien 
Oberfläche des Tropfens etwas Sauerstoffmangel eingetreten: 
der Verbrauch war rascher, der als Ersatz durch Diffusion von 
der Oberfläche her. Weiter ist in Rechnung zu ziehen, daß 
durch die Speicherung des Farbstoffes in den toten Infusorien 
die Konzentration lokal etwas erniedrigt ist. (Der Bezirk der 
maximalen Absorption in der Lösung — in dem man eine 
Konzentrationsänderung am leichtesten wahrnehmen würde — 
ist aber ziemlich frei von toten Infusorien und zeigt in- 
folgedessen keine merkbare Veränderung.) — Versuche mit 
Eosin 1: 2000 im offenen Tropfen zeigen im wesentlichen dasselbe 
Bild; nur ist die Wirkung merklich schwächer. Paramaecien 
werden nicht rasch genug abgetötet, um saubere Ansammlungen zu 
bilden; dafür gelingen die Versuche bei Verwendung von kleinen 
Infusorien (Colpidium colpoda) oder Flagellaten ebensogut. Auch 
hier zeigt sich eine deutliche Verschiebung des Wirkungsmaximums 
gegenüber dem Absorptionsmaximum in der Lösung nach dem 
roten Ende des Spektrums hin. Die Stelle der größten Absorption 
der Lösung liegt bei etwa 540 uu, die dichteste Ansammlung 
findet sich zwischen 585 uu bis 540 uu. Die Grenzen der gebildeten 
Anhäufung sind nicht so scharf wie bei Erythrosin. 

Entsprechend den Versuchen mit der Starklichtfalle ändert 
sich das Bild, wenn wir zu den Versuchen im Starklichtspektrum 
frische bedeckte Präparate verwenden. Nunmehr tritt eine aus- 
gesprochene positiv phototaktische Ansammlung im Grün und 
Blau ein, wie sie in Abb.3b dargestellt ist. Der rote und gelbe Teil 
des Spektrums erscheint dagegen auffallend leer. Im Violett sind 
nur vereinzelte undeutliche positive Reaktionen wahrzunehmen. 
Ein Vergleich der Abbildung 3a und 3b läßt als besonders auf- 


kaum merklich ist, ergeben dasselbe Resultat. Außerdem wäre in solchem 
Falle die Verschiebung nicht nach Rot zu, sondern nach Blau zu (nach der 
Seite, wo das Absorptionsband flacher verläuft) zu erwarten. 
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fallend das Fehlen einer Ansammlung im Gebiet der maximalen 
Wirkung hervortreten. Die Beobachtung zeigt dann, daß wir hier 
negativeundpositiveReaktioninschönsterWeise direkt 
nebeneinander im Präparat vor unshaben. Alle Individuen, die 
vom Rot, vom Blau oder von den dunklen Teilen des Präparates in 
das Gebiet zwischen etwa 510 zu bis 570 up eindringen wollen, 
geben negative Reaktion, lassen dieses Feld also leer. Die im Blau 
und Blaugrün schwimmenden Tiere zeigen dagegen schöne posi- 
tive Reaktionen, wenn sie die Grenze hell-dunkel annähernd senk- 
recht überschreiten wollen. Die Tiere jedoch, die etwa in 
der Längsrichtung des Spektrums nach dem Blau zu heraus- 
schwimmen, zeigen keine oder nur undeutliche Reaktionen ebenso 
wie die, die im Violett des Spektrum rechtwinklig kreuzen. Es 
kommt so eine gewisse „Abschattierung‘‘ der Ansammlung zu- 
stande, die annähernd dem Eindruck der Abschattierung des 
Absorptionsbandes des Farbstoffes entspricht. _ 

Diese Erscheinung entspricht genau der Abschattierung der 
Ansammlungen phototaktischer Bakterien im Mikrospektrum und 
ist auch auf dieselben Ursachen zurückzuführen (vgl. Buder 1919, 
S. 569). Infolge der relativen Größe der Infusorien ist die Ab- 
schattierung nur nicht so eindrucksvoll wie bei den Bakterien. 
Zwischen den Gebieten negativer und positiver Reaktion müssen 
wir eine indifferente Zone vermuten. Über ihre Ausdehnung läßt 
sich freilich nichts Genaues ermitteln; sie ist jedenfalls so schmal, 
daß die Tiere vom Blau her bis an das Gebiet negativer Reaktion 
gelangen können. — Auch hier ist die positive Phototaxis nur 
vorübergehend an ganz frischen Präparaten zu beobachten; 
später verliert sie sich, und es bleiben schließlich nur einige Para- 
maecien etwa im Grün zurück, die doch infolge längeren Aufent- 
haltes an der Grenze des letalen Gebietes soweit geschädigt sind, 
daß sie sich nur pendelnd und wälzend bewegen und noch langsanı 
zugrunde gehen. 

Sahen wir, daß bei maximaler Spaltweite im Grün noch 
negative Reaktionen ausgelöst werden, während im schwächer 
wirkenden Blau positive Ansammlung eintritt, so läßt sich ver- 
muten, daß bei geringerer Spaltweite die Zone der Ansammlung 
sich verschieben muß. Tatsächlich breitet sich bei geringeren 
Spaltweiten die Ansammlung nach dem roten Ende zu aus, wird 
aber gleichzeitig undeutlicher; die Resultate werden durch das 
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bei so kleinen Spektren nicht genauer zu verfolgende Wandern 
und Verbreitern der Indifferenzzone verwischt, und es soll von 
genaueren Angaben deshalb vorerst abgesehen werden. Vielleicht 
können Versuche mit ebenso lichtstarken, aber größeren und 
reineren Spektren darüber Aufklärung bringen. 


4. Übersicht über die phototaktischen Reaktionen von Paramaecium 
in Farbstofflösungen. 


Wir haben gesehen, daß Paramaecium je nach Art und Stärke 
des Reizes in verschiedener Weise auf Beleuchtungswechsel rea- 
gieren kann. Ehe wir auf theoretische Fragen eingehen, sei erst 
noch einmal im Zusammenhang ein Bild der Lichtreaktionen ent- 
worfen, soweit es sich aus den geschilderten Versuchen ergibt. — 
Bei ganz geringen Reizintensitäten beginnen erst positive Reak- 
tionen aufzutreten, die bis zu einem Optimum immer deutlicher, 
bei weiterer Steigerung der Reizstärke aber wieder undeutlicher 
werden. Schließlich wird ein Gebiet völliger Indifferenz erreicht. 
Weitere Steigerung der Reizintensität löst nunmehr negativ 
phototaktische Bewegungen aus, die mit der Steigerung des Reizes 
immer exakter (und in geringerem Maße auch ausgiebiger) ver- 
laufen. Auch hier besteht ein bestimmtes Optimum, nach dessen 
Überschreitung die Reaktionsfähigkeit sinkt. Dies Nachlassen 
der Reaktionen ist aber nunmehr rein mechanische Folge der 
immer deutlicher zutage tretenden allgemeinen Schädigung, die 
sich schließlich in Bewegungsstörungen und Abstoßen des Wimper- 
kleides äußert, die Reaktion dann ganz verhindert und im extremen 
Fall unter Kontraktion des Körpers zum Tode führt. Die Reiz- 
intensität ist dabei durch mindestens drei Faktoren bestimmt — 
Lichtstärke, Farbstoffmenge und Sauerstoffkonzentration — und 
es ist offenbar nicht gleichgültig, welche dieser Faktoren verändert 
werden. Jedenfalls gelang es weder bei sehr hoher noch bei niedriger 
Sauerstoffkonzentration, positiv phototaktische Reaktionen zu 
erzielen, während negative Reaktionen fast unter beliebigen Be- 
dingungen (aber geeigneter Gesamtintensität) zu erhalten waren. 
Bei völligem Sauerstoffmangel (zugekitteten Präparaten) bleiben 
die Reaktionen ganz aus, wie hier noch hinzugefügt sein möge. 


IV. Bemerkungen über Art und Ort der Farbstoffwirkung. 


Bereits in meiner ersten Mitteilung hatte ich versucht, im 
Anschluß an meine Versuche mit Spirillum volutans Anhaltspunkte 
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für das Verständnis des Mechanismus der photodynamischen 
Wirkung zu gewinnen. Ich kam zu dem Schluß, daß die infolge 
der Licht-Farbstoffwirkung im Plasma auftretenden Oxydations- 
prozesse zwar fremdartig seien und den normalen — insbesondere 
den energieliefernden Vorgängen — grob gesprochen — „die 
Rohstoffe entziehen‘, aber doch keine spezifisch giftigen Produkte 
erzeugen. Ich faßte damit die photodynamische Wirkung letzten 
Endes als künstlich beschleunigte Erschöpfung durch 
„Nebenschlußwirkung‘“ (l. c., S. 44) auf. Versuche mit an 
sich lichtempfindlichen Organismen (Purpurbakterien) bei Sauer- 
stoffabschluß lehrten, daß jedenfalls keine einfache ‚„Sensibili- 
sation‘ im Sinne der Sensibilisierung photographischer Emul- 
sionen vorliegt, wie verschiedentlich (Tappeiner, Dreyer, 
Hertel) angenommen wurde. Das Auftreten negativ photo- 
taktischer Reaktionen sah ich in der Reizwirkung begründet, 
die die Störung in der Koordination der normalen Stoffwechsel- 
prozesse bei nicht zu starker Lichtwirkung — also noch unge- 
schwächter Erregbarkeit — zur Folge haben muß. Positiv 
phototaktische Reaktionen waren dagegen von vornherein nicht 
vorauszusehen, und ich bezeichnete dies Ereignis als unwahr- 
scheinlich, weil die besondere Verwertbarkeit der Produkte der 
photochemischen Oxydation im Stoffwechsel dafür als Vorbe- 
dingung anzunehmen ist (l. c. S. 50 Anmerkung). Nachdem nun- 
mehr tatsächlich durch Farbstoffe positive Phototaxis induziert 
werden konnte, erscheint eine genauere Kenntnis der Art und 
Weise der Sauerstoffübertragung wünschenswert. Bringen die 
mitgeteilten Versuche auch nicht viel positives Material in dieser 
Richtung, so können sie doch in mancher Hinsicht zur Prüfung 
der bisher entwickelten Ansichten auf ihre Stichhaltigkeit dienen. 

Neuberg und Galambos (1914), die im Anschluß an Neu- 
bergs ältere Arbeiten über metallische Lichtkatalysatoren auch 
fluorescierende Farbstoffe und Chromophore untersuchten, sehen 
prinzipiell die rein chemische Wirkung in der unter Lichteinfluß 
verlaufenden dauernden reversiblen Umwandlung zweier 
Oxydationsstufen der Katalysatoren. Speziell bei den Farb- 
stoffen käme der Wechsel zwischen Chinon- (als Oxydations- 
stufe) und Hydrochinonstufe (als Reduktionsstufe) in Frage. 
Daneben wird auch auf die schon von Straub 1904 diskutierte 
Möglichkeit hingewiesen, daß im Licht entstehende Farbstoff- 
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peroxyde als Sauerstoffüberträger wirken können. Durch 
den Nachweis der Existenz solcher Farbstoffperoxyde, der von 
Gebhard 1910 geführt wurde, gewinnt diese Vorstellung an 
Wahrscheinlichkeit. In neuester Zeit hat Noack (1920) die 
physiologische Wirksamkeit der belichteten fluorescierenden 
Farbstoffe ebenfalls auf Peroxydbildung zurückgeführt und seine 
Ansicht ausführlich begründet. Er zeigte, daß durch Reduk- 
tionsmittel (Na,SO,, Na,S,0,) sowohl die Oxydation von iso- 
lierten Atmungschromogenen wie die photodynamische Schädi- 
gung intakter Pflanzenzellen und Infusorien verhindert werden 
kann, ohne den Farbstoff zu zerstören oder seine Wirksamkeit 
herabzusetzen. Der aktive Sauerstoff wird von dem Reduktions- 
mittel abgefangen, anscheinend ohne daß sich die organischen 
Substrate an der Reaktion beteiligen. Im Gegensatz dazu läßt 
sich die photodynamische Wirkung (ebenso wie die Wirkung 
von H,0,) durch Zusatz von O-Überträgern (besonders MnSO,) 
deutlich beschleunigen, so daß man das System Eosin + MnSO, 
funktionell mit einer Oxydase (einem Gemenge von Oxygenase 
und Peroxydase) vergleichen kann. Trotz der intensiven Wirk- 
samkeit der Farbstoffperoxyde (sie übertreffen H,O,) können sie 
im Gegensatz zu den metallischen Lichtkatalysatoren Neubergs 
in vitro nur sehr labile Systeme beeinflussen, und ihre enorme 
Schädlichkeit für die lebende Substanz wird deshalb nicht in 
einem tiefen Eingriff in die Konstitution des organischen Sub- 
strates, sondern in einer Störung der lebenswichtigen Oxydations- 
und Reduktionsvorgänge gesehen. (Diese Auffassung bezüglich 
der Vorgänge im Organismus deckt sich generell mit der in 
meiner ersten Mitteilung vertretenen Ansicht.) 

Der Vorgang der photodynamischen Wirkung würde sich 
nach dieser Auffassung so abspielen, daß unter Absorption von 
Lichtenergie in der Farbstofflösung Farbstoffperoxyd entsteht, 
das dann in Berührung mit leicht oxydablen Substanzen seinen 
Sauerstoff an jene abgibt und dabei den Farbstoff regeneriert. 
Der eigentlich photochemische Prozeß wäre dann die 
Peroxydbildung, die Schädigung des Plasmas ein rein 
chemischer Vorgang, der bei Zusatz von H,O, ganz analog 
verläuft. Auf meine Versuche mit der Starklichtfalle angewandt, 
würde das heißen, daß bei Sauerstoffgegenwart im Strahlfeld 
allenthalben Farbstoffperoxyd entsteht; dies erst führt je nach 


Photodynamische Erscheinung. II. 169 


seiner Konzentration (die von der angewandten Lichtintensität 
und der Sauerstoffkonzentration abhängt) zum Lichttod oder löst 
negativen bzw. positiven ‚‚motor-reflex‘‘ aus — ebenso wie das 
etwa bei Tropfen von Säurelösungen geeigneter Stärke geschieht, 
die man mit feiner Pipette ins Präparat hereinbringt (vgl. Jen- 
nings 1914, S. 80, 84). Wir hätten dann die „phototaktischen‘“ 
Bewegungen auf chemotaktische Reaktionen zurückgeführt und 
eigentlich kein Recht, von Phototaxis zu sprechen, weil 
bei diesem Verlauf das Licht auf den Organismus selbst ja keinen 
direkten Einfluß besitzt. So einfach liegt nun die Sache doch 
nicht. Zunächst ist zu bemerken, daß bei plötzlicher Verdunk- 
lung (durch dunkle Rotscheibe) die Wirkung des Lichtes ebenso 
plötzlich aufhört, während selbst bei einem sehr labilen toxisch 
wirkenden Körper in der Flüssigkeit eine gewisse Nachwirkung 
zu beobachten sein müßte; ebenso würde bei offenen Präparaten 
(wo also Sauerstoff dauernd im Überfluß vorhanden ist) nach 
einiger Zeit durch Diffusion eine Vergrößerung des toxisch wir- 
kenden Bezirks zu erwarten sein. Davon ist aber nichts zu sehen, 
auch sind die Farbstoffperoxyde gar nicht so labil, denn sie 
konnten von Gebhard (1910) ohne Schwierigkeit in fester Form 
isoliert werden. Auch die Giftigkeit vorbelichteter Eosinlö- 
sungen (Ledoux-Lebard 1902) ist nicht beträchtlich und wird 
such nicht auf Peroxydgehalt, sondern auf die bei der weiteren 
Autoxydation entstehenden Säuren zurückgeführt. 

Es lassen sich indessen Tatsachen anführen, die für eine 
Lichtwirkung im Organismus sprechen. Noack selbst 
gibt an, daß in einzelnen Fällen deutlich Innenwirkung vorliege 
und daß auch das ‚Abfangen‘‘ des Sauerstoffes in diesen Fällen 
nur dann gelingt, wenn das Sulfit im Überschuß in die Zelle 
eindringt (l. c. S. 324, 326). Ich lege besonderen Wert auf die Fest- 
stellung, daß in meinen Versuchen mit dem Starklichtspektrum 
das Wirkungsmaximum gegenüber dem Absorptionsmaximum 
der Lösung verschoben erscheint (vgl. S. 163) ; diese Tatsache läßt 
sich nur dadurch erklären, daß der Farbstoff in die Zellen ein- 
dringt und dort ein anderes Absorptionsspektrum als in wässeri- 
ger Lösung besitzt. Hier im Protoplasma erst greift das 
Licht ein und vermittelt die Oxydationen. Bei mikroskopischer 
Betrachtung ist allerdings nichts von einer Färbung der Organis- 
men zu bemerken, so daß es sich nur um Spuren von Farbstoff 
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handeln kann. [Mit anderen Methoden ist übrigens auch das Ein- 
dringen von Eosin und Erythrosin in Pflanzenzellen nachge- 
wiesen worden (Küster 1911, Ruhland 1912).] Die Menge des 
aufgenommenen Farbstoffs ist auch nicht maßgebend für die 
Qualität der Wirkung — wir sehen ja, daß die Vitalfarbstoffe, 
obgleich sie stark gespeichert werden, doch nie so ausgeprägte 
Phototaxis hervorbringen konnten. Es kommt vielmehr darauf 
an, daß der Farbstoff im Plasma in wirksamer Form vor- 
handen ist. Genauere Vorstellungen über den Zustand der 
photodynamisch wirksamen Substanzen in der Zelle sollen in 
einer folgenden Mitteilung entwickelt werden. Hier sei nur noch 
kurz auf einige Punkte hingewiesen, die sich aus der Annahme 
einer Innenwirkung ergeben. Die wirksamen Farbstoffperoxyde 
werden demnach auch (oder besonders?) innerhalb der Zelle ge- 
bildet in direktem Kontakt mit den reaktionsfähigen Substanzen, 
und wir können dann mit noch größerem Recht die Farbstoffe 
mit Fermenten (Oxygenasen) in Parallele setzen, die normaler- 
weise in der Zelle vorhanden sind. Wir dürfen dann wohl auch 
annehmen, daß innerhalb gewisser Grenzen die Wirkungsweise 
von diesen nicht allzu verschieden sein wird. Es werden also bei 
der Belichtung neben den normal ‚gesteuerten‘ Reaktionen 
der Oxydasen die Farbstoffperoxyde etwa mit Hilfe der Per- 
oxydasen Oxydationen vollziehen, die bei schwacher Reiz- 
intensität den normalen Vorgängen analog sind, also auf eine 
Steigerung der Lebenstätigkeit hinauslaufen. In diesem 
Stadium wären positiv phototaktische Reaktionen die 
natürliche Folge. Bei einer Steigerung der Reizintensität 
wird indes die Koordination der Stoffwechselprozesse wesent- 
liche Störungen erfahren, weil ja die Änderung nicht ver- 
änderten Lebensbedingungen entspricht, sondern aufgezwungen 
ist!). Dann ist negative Phototaxis zu erwarten. Es ist 
aber ebenso wahrscheinlich, daß bei intensiverer Wirkung tiefer- 
greifende Oxydationen vor sich gehen und andere weniger leicht 
angreifbare Komplexe betroffen werden, so daß dann wirklich 


1) Eine solche Störung wird sich auch mit der Zeit bei schwacher 
photodynamischer Wirkung einstellen müssen, wenn nicht gleichzeitig die 
äußeren Lebensbedingungen dem erhöhten Stoffumsatz angepaßt sind; 
es ist schon deshalb erklärlich, daß gerade die positiv phototaktischen - 
Reaktionen selbst bei konstanten Versuchsbedingungen nur vorüber- 
gehend auftreten können. 
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intensive fremdartige Vorgänge den normalen „parallel ge- 
schaltet‘ sind. Daß eine solche Parallelschaltung bei Innenwirkung 
möglich ist, zeigen auch die Versuche Noacks, bei denen Sulfit- 
zusatz die photodynamische Wirkung in dem Maße verhindert, 
als leicht oxydierbare Substanz vorhanden ist, oder meine Be- 
obachtung, daß in leicht oxydierbaren Farbstoffen (besonders 
Erythrosin) bei relativem Sauerstoffmangel und intensiver Be- 
leuchtung wohl der Farbstoff noch ausbleicht, photodynamische 
Schädigung aber ausbleibt (1919, S. 43). Zu ganz ähnlichen Schluß- 
folgerungen kommen wir, wenn wir bedenken, daß die zell- 
eigenen Oxydasen (K. Jamada und A. Jodlbauer 1908) 
in Farbstofflösungen bei Belichtung in vitro sehr widerstands- 
fähig sind (und unter Umständen sogar gegen die zerstörende 
Wirkung ultravioletter Strahlen geschützt werden), daß dagegen 
die bei normalen Verhältnissen die Intensität der Oxydasen- 
wirkung regulierende Katalase in ihrer Wirkung früher ge- 
schädigt wird (M. Zeller und A. Jodlbauer 1908). Bei 
schwacher photodynamischer Beeinflussung werden also die 
normalen Oxydationsvorgänge zum mindesten nicht gehemmt; 
bei starker Wirkung — wo eine Hemmung der normalen Oxy- 
dationen (infolge Schädigung der Oxydasen) wahrscheinlich ist — 
werden aber gleichzeitig die Hemmungen für „nicht planmäßige“ 
Oxydationen (die Katalase) beseitigt. 

[Die gleichen Erwägungen können uns eine ungezwungene Erklärung 
für die schon von verschiedenen Autoren (Hertel, Gicklhorn, Noack) 
beobachtete Stimulation (Beschleunigung der Schwimmgeschwindigkeit 
bzw. Plasmaströmung) im Anfang mäßig starker photodynamischer Ein- 
wirkung geben. Die Beobachtungen selbst kann ich durchaus bestätigen, 
und ich möchte an dieser Stelle nur darauf hinweisen, daß die Stimulation 
der Plamaströmung besonders schön an Längsschnitten durch die Nodien 
von Characeen objektiv zu demonstrieren ist.] 

Die Gesamtheit der beobachteten Tatsachen läßt keinen 
Zweifel, daß bei den Objekten, die unter dem Einfluß photo- 
dynamisch wirksamer Stoffe phototaktische Reaktionen aus- 
führen, stets ausgesprochene ‚„Innenwirkung‘“ (sogar mit spezi- 
fischem Charakter) vorliegt. Damit ist aber gleichzeitig die 
Berechtigung gegeben, diese Erscheinung als wirkliche 
Phototaxis zu bezeichnen und als ‚induzierte Phototaxis“ 
den normalen Lichtreaktionen gefärbter Organismen zur Seite 
zu stellen. 
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V. Vergleich der normalen mit der induzierten Phototaxis. 

Die im vorstehenden mitgeteilten Versuche legen es nahe, 
die Bedingungen für das Auftreten phototaktischer Reaktionen 
bei normal gefärbten und in Farbstofflösungen schwimmenden 
Organismen im einzelnen zu vergleichen; ich wies ja auch schon 
in meiner ersten Mitteilung auf Analogien bei Purpurbakterien 
und bei Paramaecium bursaria hin. Nach der Beobachtung in- 
duzierter positiver Phototaxis läßt sich der Vergleich noch weiter 
ausdehnen. Sowohl Purpurbakterien als auch Paramaecium 
bursaria sammeln sich bei geringer Reizstärke in der Lichtfalle, 
bei Versuchen ‘mit dem Mikrospektrum an den Stellen, wo der 
wirksame Farbstoff (Bakteriopurpurin, Chlorophyll) absorbiert. 
Hohe Reizstärke veranlaßt indessen negative Reaktionen. Be- 
sonders das Verhalten von Paramaecium bursaria muß uns 
interessieren: hier ist die Lichtempfindlichkeit deutlich abhängig 
von der Sauerstoffkonzentration des Mediums ganz ähnlich 
(aber nicht gleich!) wie bei der induzierten Phototaxis: bei 
starkem Sauerstoffmangel erfolgen positive, bei Sauerstoffüber- 
schuß negative Reaktionen (Engelmann 1882). Engelmann 
schrieb daraufhin den Paramaecien ein Empfindungsvermögen 
für die Sauerstoffkonzentration zu, die durch die Assimilations- 
tätigkeit der Zoochlorellen im Licht gesteigert wird. Die fast 
völlige Analogie mit dem Verhalten der Erythrosin-Paramaecien 
läßt uns an die Mitwirkung photodynamischer Erscheinung im 
engeren Sinne denken. Freilich sind hier noch zwei wesentliche 
Punkte zu berücksichtigen: Die Zoochlorellen, die das wirksame 
Chlorophyll beherbergen, sind bekanntlich Symbionten — fremd- 
artige Bestandteile, ohne die das Infusor recht gut leben kann — 
und es ist nicht anzunehmen, daß das Chlorophyll unter diesen 
Umständen unmittelbar mit dem Plasma der Wirtstiere reagiert. 
Zweitens müssen wir uns vor Augen halten, daß die Rolle des 
Chlorophylis im Chloroplasten ganz spezialisiert ist, jedenfalls 
nicht der Wirkung unserer Farbstoffe gleichzustellen ist. Die 
Ähnlichkeiten sind in diesem Fall also ziemlich äußerlich, denn die 
Wirkung kommt eben durch Summation der Sauerstoffkonzen- 
trationen im Medium und durch die Assimilation zustande. 
Immerhin ist es nicht unwahrscheinlich, daß infolge der engen 
Berührung der von den Zoochlorellen produzierte Sauerstoff 
in aktiver Form übertragen wird ; insbesondere sind im Anschluß 
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an die im vorhergehenden Abschnitt mitgeteilten Erwägungen 
bei hohen Reizmengen Schädigungen der Katalase und Beschleu- 
nigung anomaler Oxydationen nicht ausgeschlossen. Die Wirkung 
ist dann freilich mittelbar und wir hätten dann einen Typus von 
„Außenwirkung‘‘ vor uns. 

Anders liegen die Verhältnisse bei den Purpurbakterien, 
deren Farbstoff diffus im Plasma verteilt ist. Hier sind die Be- 
dingungen für eine typische Innenwirkung ohne weiteres 
gegeben. Die Sauerstoffkonzentration spielt freilich dabei nach 
den bisherigen Erfahrungen keine so ausschlaggebende Rolle, 
und wir müssen annehmen, daß hier vielleicht andere Oxy- 
dationsprozesse mit Hilfe des Farbstoffes katalysiert werden 
und Ursache der Reizbewegungen sind. Prinzipiell ist darin 
kein Unterschied gegenüber unseren Versuchen zu erblicken. 
Wir müssen bedenken, daß die zelleigenen Farbstoffe 
ebenso wie die Fermente auf ein bestimmtes Substrat ab- 
gestimmt sind und dort (aber nur dort) ganz eigenartige Wir- 
kungen entfalten können. Über die chemische Natur solcher von 
freiem Sauerstoff unabhängiger photodynamischer Wirkungen 
läßt sich für diese Objekte vorläufig noch nichts aussagen, da 
Chlorophyll, Bakteriopurpurin in vitro nur Oxydationen mit 
freiem Sauerstoff bewirkten, sich also analog den künstlichen 
Farbstoffen verhielten. 


Zusammenfassung. 


Paramaecien und andere Infusorien können durch Zusatz 
von fluorescierenden Farbstoffen (besonders Erythrosin und Eosin) 
lichtempfindlich gemacht werden. 

Je nach der Reizstärke — die durch Lichtintensität, Farb- 
stoffmenge und Sauerstoffkonzentration bestimmt wird — können 
positiv oder negativ phobophototaktische Bewegun- 
gen auftreten, so lange der Protoplast nicht durch zu starke 
photodynamische Wirkung geschädigt ist. | 

Im günstigsten Fall erfolgt die Lichtreaktion etwa 0,1 Sekunde 
nach Beginn der Belichtung. [Die Beziehungen zwischen Reiz- 
stärke und Reaktion sind im Abschnitt II, 4 (S. 166) zusammen- 
gestellt. 

Hohe Reizintensität verursacht plötzlichen Tod ohne vor- 
hergehende Reaktion. 
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Im Starklichtspektrum läßt sich nachweisen, daß das Maxi- 
mum der Wirkung dem Absorptionsmaximum des im 
lebenden Plasma gelösten oder gebundenen Farb- 
stoffes entspricht. Unter geeigneten Bedingungen kommt es zu 
aktiven Ansammlungen im Spektrum, die ein Abbild des Ab- 
sorptionsspektrums geben. 

Der Nachweis einer Innenwirkung erlaubt den von Noack 
ausgesprochenen Vergleich der aktiven Farbstoffe mit Fermenten 
(Oxygenasen) noch weiter zu führen und unter Berücksichtigung 
der speziellen Wirkung auf Oxydasen (Peroxydasen) und Katalase 
Anhaltspunkte für die Ursachen der phototaktischen Reaktionen 
in den Versuchen zu gewinnen. 

Weil der primäre photochemische Prozeß sich innerhalb 
der Zelle abspielt, sind wir berechtigt, die Erscheinungen als 
wirkliche Phototaxis, speziell als ‚induzierte Phototaxis‘‘ zu be- 
zeichnen. 
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pflanzliche Plasmahaut. Jahrb. f. wissensch. Botanik 51, 376—434. 1912. 
— 22) W. Straub, Über chemische Vorgänge bei der Einwirkung von Licht 
auf fluorescierende Substanzen und die Bedeutung dieser Vorgänge für 
die Giftwirkung. Münch. med. Wochenschr. 1904. Nr. 25. — 23) H. v. Ta p- 
peiner, Die photodynamische Erscheinung (Sensibilisierung durch fluo- 
rescierende Stoffe). Ergebn. d. Physiol. 8, 698—741. 1909. — **) M. Zeller 
und A. Jodlbauer, Die Sensibilisierung der Katalase. Diese Zeitschr. 8, 
84—97. 1908. ` 


Über die physiologische Wirkung einiger natürlich vor- 
kommender Oxycumarine (Umbelliferon, Daphnetin, Äs- 
culetin, Chrysatropasäure und Herniarin). 


Von 
Ernst Sieburg. 


(Aus dem Institut für Pharmakologie und physiologische Chemie der 
Universität zu Rostock.) 


(Eingegangen am 2. November 1920.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


Glukosidische stickstofffreie Pflanzenstoffe von Lacton- 
charakter haben sich meist als biologisch stark wirksam erwiesen. 
Am markantesten in dieser Hinsicht sind wohl die Stoffe mit 
Digitaliswirkung, wie das Digitoxin, Antiarin, Cymarin und 
k-Strophanthin. Sie sind in ihren Aglukonen Oxylactone, die 
chemisch zum mindesten nahe miteinander verwandt sind, steht 
es doch bei denen des Cymarins und k-Strophanthins sogar fest, 
daß sie einander identisch sind. Auch eine ganze Reihe von 
Gliedern der großen Gruppe der Saponinsubstanzen ist mit Sicher- 
heit als zu den Lactonen gehörig charakterisiert. Bei diesen 
stehen biologisch ihre Eigenschaften als allgemeine Protoplasma- 
gifte für die tierische Zelle im Vordergrund. Von natürlich vor- 
kommenden Lactonen nicht glykosidischer Natur interessieren 
physiologisch Santonin und Pikrotoxin als Krampfgifte mit ihren 
ganz verschiedenen Angriffspunkten im Zentralnervensystem. 
Auch eine Reihe von Substanzen aus Pflanzen, die von Natur- 
völkern zum Fischfang benutzt werden und in ihren biologischen 
Eigenschaften sonst noch wenig bekannt sind, haben sich als 
Lactone erwiesen!). | 


Wie ein echtes Narkoticum der Fettreihe wirkt ein chemisch recht 
einfach gebautes aromatisches Lacton, das Cumarin?). Es löst sich zu 


1) H. Prieß, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 21, 267. 1911. 
2) A. Ellinger, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. Supplement- 
band 1908, S. 150. 
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ungefähr 1 : 550 — 600 in Wasser, in Öl aber noch mehr wie 1 : 20. Seinem 
Teilungsquotienten zwischen Fett- und Wasserlöslichkeit entsprechend 
wirkt es denn auch auf die üblichen Objekte bei Narkoseversuchen, auf 
Kaulquappen, noch bei einer Grenzkonzentration von 1 : 14 000 narkotisch. 
Mittelgroße Eskulenten zeigen nach Injektion von 10 mg Cumarin in öliger 
Lösung nach anfänglicher Erregung in etwa UI. Stunden das Bild tiefer 
Narkose, von der sich die Tiere wieder vollkommen erholen. Wählt man 
die Dosen größer — bis zu 50 mg — so treten die Erscheinungen schneller 
ein und halten länger an, verlaufen aber qualitativ gleich. 

Auf die Tätigkeit des in situ belassenen Herzens wirkt das Cumarin 
beim Frosch erst ein, wenn die Tiere mit Dosen von etwa 100 mg vergiftet 
werden, indem dann nach mehreren Stunden eine Herabsetzung der Puls- 
zahl und eine bedeutende Abschwächung der Kontraktionen eintritt, 
die schließlich zum Herzstillstand in Diastole führt. Am isolierten Frosch- 
herzen trat dagegen bei den Versuchen Ellingers nach Einführung einer 
mit Cumarin gesättigten (0,17%) 0,6proz. Kochsalzlösung in etwa 
19 Minuten Herzstillstand ein, nachdem die Pulszahl allmählich eine ge- 
ringe Abnahme, die Höhe der Kontraktionen eine stetige Verminderung 
erlitten hatte und kurz vor dem Stillstand vereinzelte Gruppenbildungen 
aufgetreten waren. Dieser Vorgang erwies sich als reversibel, denn nach 
Ersatz der Giftlösung durch reine Salzlösung trat nahezu vollständige Er- 
holung ein. 

Beim Kaninchen ist das durch Cumarin hervorgerufene Vergiftungs- 
bild dem bei Fröschen beobachteten ähnlich. Nach subeutaner Darreichung 
von 0,15 —0,2 g pro kg Körpergewicht tritt im Laufe von etwa 10 Minuten 
tiefe Narkose ein, wobei die Atmung oberflächlich und sehr verlangsamt 
wird, der Puls kräftig bleibt und nur um etwa 10% an Frequenz abnimmt 
und die Temperatur sich um etwa 3° erniedrigt. Nach 3--4 Stunden Dauer 
kehren die Reflexe wieder, und es tritt alsdann völlige Erholung ein. Als 
sicher tödliche einmalige Dosis gibt Ellinger 0,3—0,4 g pro kg an, doch 
lassen sich ohne dauernden Schaden 10 g Cumarin in 14 Tagen in kleineren 
Gaben verteilt subcutan einführen. 

Läßt man gesättigte wässrige isotonische Cumarinlösung beim Kanin- 
chen langsam in die Vene einfließen, so beobachtet man nichts Besonderes, 
vor allem bleibt der Blutdruck fast unverändert. Erst bei schneller intra- 
venöser Einspritzung gelingt es, den Tod herbeizuführen, der durch Lab, 
mung des Respirationszentrums erfolgt. Registriert man die dabei be- 
obachteten Erscheinungen von seiten des Blutdrucks graphisch und ver- 
gleicht diese im Verein mit Puls und Atmung mit den Beobachtungen, 
welche man nach subcutaner Injektion tödlicher Dosen Cumarinöl macht. 
so ist die Übereinstimmung unverkennbar. Auch bei subeutaner Ein- 
führung des Giftes erfolgt der Tod durch Respirationslähmung. 

Eigenartig ist die Cumarinwirkung auf Regenwürmer.!) Hier wirken 
Konzentrationen von l : 1000 -5000 lähmend, vor der läihmung wird 





1) P. Trendelenburg, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
79, 213. 1915. 
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aber ein Stadium starker Erregung beobachtet. Bei der isolierten Ring- 
muskulatur des Regenwurms wirkt das Cumarin ganz nach Art des San- 
tonins als Krampfgift, nämlich in Konzentrationen 1 : 5000-10 000 
und darunter tonussteigernd, und es treten lebhafte Zuckungen auf, die 
bei schwachen Konzentrationen stundenlang anhalten können. Beim 
o-cumarsauren Natrium fehlt diese Wirkung, sie ist deshalb an den 
l.actoncharakter der Substanz gebunden. 

Als einfach gebaute Oxycumarine bietet die Pflanze eine 
Reihe von Substanzen dar, die zum Teil als Glukoside vorkommen. 
Es fragt sich, ob in diesen durch Eintritt der elektronegativen 
Hydroxyle der physiologische Grundcharakter des Cumarins 
verloren geht und ob er durch Veresterung dieser Gruppen durch 
Methyl wieder eintritt oder irgendwie modifiziert wird. Solche . 
Cumarinderivate sind: 


<^- CH=CH CH = CH CH == CH 
O oO HO O CO CHO 0 (ui 
Cuimarin 4-Öxy-cumarin 4-Metlivoxy-cumarin 
Umpbelliferon Herniarin 
"OH OH HO OH CH (HO ` CH. (H 
HO o CO HO 0 Go Ho u © 
OL 
3-4-Dioxy-oumarin 4-9-Dioxy-cuımarin +-Oxy-r-methoxy-cumarıh 
(#-Methyl-üäscuwletin) 
Daphnetin Asceuletin Chrysatropasäure 


Davon finden sich glukosidisch gebunden das Daphnetin 
als Daphnin im Seidelbast, Äsculetin als Äsculin außer in 
anderen Pflanzen besonders reichlich in der Roßkastanienrinde; 
der in der Scopolia japonica aufgefundene 3-Methyläther wurde 
als Scopolin und dessen zuckerfreies Spaltungsprodukt als Scopo- 
letin bezeichnet. Letzteres ist identisch mit der Gelseminsäure 
der Gelseminumwurzel und der Chrysatropasäure der 
Belladonnablätter. Im folgenden ist nur der letztere Ausdruck 
für den gemeinsamen Begriff gebraucht. Umbelliferon wird 
bei der trockenen Destillation der Umbelliferenharze geliefert, 
und das Herniarin ist im Bruchkraut, Herniaria hirsuta, und in 
den Kamillen aufgefunden. Umbelliferon, Herniarin, Daphnetin und 
Asculetin sind auch der chemischen Synthese zugängig geworden. 

Über die chemischen und physikalischen Eigenschaften 
dieser Körper, soweit sie für die folgende Darstellung von Interesse 
sind, sei folgendes erwähnt. Das Umpbelliferon bildet farblose 


Physiologische Wirkung natürlicher Oxycumarine. 179 


Prismen vom Schmelzpunkt 225°, die sich nur sehr wenig in 
kaltem Wasser und in Äther, viel leichter in siedendem Wasser 
und in heißem Alkohol lösen und in der Siedehitze ammoniaka- 
lische Silberlösung reduzieren. Ebensowenig ist das Daphnetin 
in kaltem Wasser und in Äther löslich; es bildet hellgelbe licht- 
brechende Prismen, die zwischen 253° und 256° schmelzen und 
alkalische Metallsalzlösungen noch stärker reduzieren. Ganz 
ähnliche Verhältnisse zeigt das Äsculetin, feine seidenglänzende, 
bei 270° schmelzende Nadeln. Im Herniarin, das farblose 
Krystalle vom Schmelzpunkt 117° bis 118° bildet, treten durch 
Verschluß des phenolischen Hydroxyls durch Methyl insofern 
einige Eigenschaften des Cumarins wieder in Erscheinung, als es 
dessen spezifischen Geruch wieder zeigt und seine Löslichkeit 
zugunsten von Fettlösungsmitteln verschoben ist: es löst sich 
sehr leicht in Äther und kaltem Alkohol, noch schwerer dagegen 
(etwa 1: 7500) wie die anderen Körper in kaltem Wasser. Die 
Chrysatropasäure mit einem freien und einem veresterten 
Hydroxyl löst sich zwar gleich schwer in kaltem Wasser und in 
Äther, recht beträchtlich dagegen in Chloroform; sie bildet glän- 
zende blaß-gelbliche, derbe Nadeln vom Schmelzpunkt 202-—203°. 

Von diesen Substanzen zeigen das Umbelliferon, das Äscu- 
letin und die Chrysatropasäure eine auffallende optische Er- 
scheinung: ihre wässerigen oder alkoholischen Lösungen fluores- 
cieren ungemein intensiv. Diese Fluorescenz läßt sich durch Zu- 
satz von etwas Alkali noch verstärken, und dadurch, daß man 
durch Säurezusatz die Dissoziation zurückdrängt, nahezu zum 
Verschwinden bringen. Ä 

Besonders durch v. Tappeiner und seine Schüler!) wissen wir, 
daß fluorescierende Stoffe Giftwirkungen entfalten, wenn die in der fluo- 
rescierenden Lösung befindlichen lebenden Objekte dem Lichte ausgesetzt 
werden, während die Lösungen im Dunkeln keine Wirkung erkennen lassen. 
Diese „Sensibilisierung“ oder „photodynamische Erscheinung“ 
erstreckt sich nicht nur auf die lebende Zelle, sondern auch auf Fermente, 
Toxine, Antitoxine, Hämolysine und ähnliches, ja sie kann als photo- 
katalytische Wirkung bei vollkommen übersehbaren chemischen Systemen 
in Erscheinung treten. Es soll dabei das Phänomen von jenen Lichtstrahlen 
ausgehen, die von dem wirksamen Stoff absorbiert werden; das Fluorescenz- 
licht an sich wird nicht, sondern die in der fluorescierenden Lösung ver- 


bleibende Energie als das Wirksame angesehen. 
Von den uns hier interessierenden Stoffen ist nur das Äsculin auf sein 


1) H. v. Tappeiner, Ergebn. d. Physiol. 8, 698. 1909. 
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optisches Sensibilisierungsvermögen genauer untersucht. Dabei stellte 
sich heraus, daß es für Paramäcien unwirksam ist. Auch das Flimmer- 
epithel der Rachenschleimhaut des Frosches wird durch Belichtung nach 
Äsculinapplikation nicht im Sinne einer definitiven Sistierung der Flimmer- 
bewegung beeinflußt. Eine ganze Reihe von Fermenten — Invertase, 
Diastase, Chymosin, Papain — und auch der als Ricin zusammengefaßte 
Komplex von Toxinen wird nicht merkbar verändert, während andere 
Fermente wieder, ebenso wie Tetanolysin, geschädigt werden sollen. 

Von dem Gedankengang ausgehend, daß Äsculin ultraviolette Strahlen 
kräftig absorbiert und diese in eine Lichtart von anderer Energieform von 
physiologisch nicht mehr nachweisbarer Wirksamkeit umsetzt, empfahl 
es W. Freund!) zu therapeutischen Zwecken (gegen Sonnenbrand) mit 
einem Zusatz von kolloidalen Stoffen, wie Stärke oder Gelatine, da es sich 
nicht genügend in Wasser löst. Einige Jahre früher war in gegenteiliger 
Absicht Äsculin zur Unterstützung der Finsenbestrahlung bei Lupus vul- 
garis verwandt worden, in der Annahme, daß infolge der Fluorescenz ultra- 
violette Strahlen zuerst absorbiert und dann allmählich wieder abgegeben 
würden?). Auf Grund der physikalischen Tatsache, daß das Äsculin und 
in noch höherem Maße das zuckerfreie Spaltungsprodukt, das Äsculetin, 
die die Haut schädigenden ultravioletten Strahlen zwischen å 200 — 300 up 
fast vollkommen absorbiert, redet auch Mannich der praktischen Ver- 
wendung für die Lichtachutztherapie von Äsculetin bzw. von Oxycumarinen 
mit gleichen optischen Eigenschaften das Wort?), von denen f-Methy]- 
umbelliferon und $-Umbelliferonessigsäure 


CH, CH, -COOH 
/N-C=CH °C = CH 
HO, ,-0 — co Hu, 0 co 
in Form von 3- und 7 proz. Hautcremes als „Zeozon‘“‘ und „Ultrazeozon“ 


in den Handel gebracht sind*). Über die klinische Erprobung liegen einige 
günstige Urteile vor?). 


1) W. Freund, Wien. klin. Wochenschr. 1911, S. 670. 

2) G. H. Graham, Lancet 1905, S. 1769. 

3) C. Mannich, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 19, 388. 1909. 
Therap. Monatshefte 27, 124. 1913. 

t) D. R. P. 253 334 vom 9. ll. 1911, Kopp und Josef in Berlin: 
Ultraviolett absorbierende Lichtfilter, gekennzeichnet durch einen Gehalt 
an Umbelliferon, &-Umbelliferoncarbonsäure, f-Umbelliferonessigsäure, 
ß-Methylumbelliferon, Daphnetin, $-Methyldaphnetin, 8-Daphnetinessig- 
säure, Chrysatropasäure, Äsculetin, ß-Methyläsculetin. (Daphnetin fluo- 
resciert aber gar nicht in dem Sinne wie die Verwandten und absorbiert 
kein Ultraviolett Verf.) 

5) P. G. Unna, Med. Klin. 454. 1911. -- M. Klotz, Berl. klin. 
Wochenschr. 34. 1912. — J. Ruhe mann, Berl. klin. Wochenschr. 1911, 
Nr. 2. (Eine sterilisierte neutralisierte Zeozonlösung soll einen guten 
Schutz gegen die Blendung des Auges durch Sonnenstrahlen bewirken.) 
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Diese praktischen Ergebnisse ergänzen die Laboratoriumsversuche 
der v. Tappeinerschen Schule über den negativen Ausfall einer optischen 
Sensibilisierung durch Äsculetin dahin, daß letzteres hierzu nicht nur 
gar nicht imstande ist, sondern im Gegenteil als Desensibilisator eine durch 
intensive Lichtwirkung einsetzende Schädigung verhindern muß. Ge- 
eignete biologische Objekte, dies zu studieren, bilden die roten Blutkörper- 
chen, auf die ultraviolette Strahlen hämolysierend wirken!), Die Licht- 
wirkung ist noch stärker, wenn die Blutkörperchen durch fluorescierende 
Substanzen sensibilisiert werden, so daß dann schon diffuses Tageslicht 
auflösend wirkt. 

Bilden die Oxycumarine eine Gruppe von optischen Desensi- 
bilisatoren, so muß unter ihrem Einfluß die Strahlenhämolyse 
der Erythrocyten ausbleiben oder doch wenigstens zeitlich ver- 
zögert werden, 

Zur Verwendung kamen die bei Zimmertemperatur ungefähr 
gesättigten Lösungen (1:5000) der Oxycumarine in (0,9 proz. 
Kochsalzlösung mit einem Zusatz von 1%, einer Suspension von 
einmal an der Zentrifuge gewaschener Blutkörperchen vom 
Menschen und vom Hammel. Die Belichtung wurde einmal in 
kleinen planparallelen Glascüvetten von lcm Schichtdicke, 
dann aber auch, um den ultravioletten, durch das Glas zurückge- 
haltenen Strahlen den Zutritt zu ermöglichen, in Reagenzröhren 
von Bergkrystall vorgenommen. Das Abfiltrieren der Wärme- 
strahlen durch Einschalten einer Zwischenschicht zwischen Ob- 
jekt und Lichtquelle erwies sich bei den nur kurzdauernden Be- 
lichtungen, zumal auch nicht besonders konzentriertes Licht 
verwendet wurde, als nicht erforderlich. Als Lichtquelle diente in 
einer Versuchsreihe eine elektrische Kohlenbogenlampe von 
4 Amp., in einer anderen eine Kromayerlampe. 

Bei der Verwendung von Glasgeräten und der Bogenlampe 
zeigte sich erst nach einer Belichtungsdauer von 30—40 Minuten 
bei dem Bilutkochsalzgemisch als Kontrolle und bei einigen 
Cumarinderivaten — denselben, die sich auch später als nicht 
schützend herausstellten — partielle, aber deutliche Hämolyse. 
Qualitativ dasselbe Ergebnis, aber mit einer um etwa die Hälfte 
verkürzten Reaktionszeit, zeitigten die Versuche mit Glasgefäßen 

1) G. Sacharow und H Sachs, Münch. med. Wochenschr. 1805, 
Nr.7. — H. Pfeiffer, Wien. klin. Wochenschr. 1905, Nr.9 u. 13. — 
W. Hausmann, diese Zeitschr. 12, 231. 1908; Strahlentherapie 9, 1. 


1919. — G. Dreyer und O. Hanssen, Compt. rend. de l’Acad. des Sc. 
145, 371. 1907 
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und der Kromayerlampe und mit Quarzgefäß und der ge- 
wöhnlichen Bogenlampe. Die kurzfristigste Methode mit den 
befriedigendsten Resultaten ergab die Bestrahlung mit der 
Kromayerlampe unter Verwendung von Quarzgefäßen für die 
Flüssigkeiten. 

Während bei dieser Versuchsanordnung die Erythrocyten- 
suspension nach spätestens 2!/, Minuten deutliche, wenn auch nur 
partielle Hämolyse zeigte, war diese Wirkung nach Zusatz von 
dem bekanntlich stark photodynamisch aktiven Eosin schon 
nach längstens 1 Minute zu beobachten. Indifferent verhalten 
sich Cumarin, Herniarin und Daphnetin. Bei Umbelliferon und 
Äsculetin zeigte sich nach 5 Minuten langer Bestrahlung, bei der 
Chrysatropasäure sogar nach 10 Minuten noch keine Auflösung. 
Bei längerer Lichteinwirkung bekommen die Blutkörperchen- 
suspensionen auch unter dem Einfluß der drei letztgenannten 
Substanzen .einen leichten Stich ins Bräunliche (Methämoglobin- 
bildung ?), der sich aber nach Abbruch der Belichtung wieder zu 
verlieren scheint. Nach mindestens 24 Stunden langem Stehen 
in der Kälte im diffusen Tageslicht bzw. im Dunkel der Nacht 
wurde nach Beobachtung der Nachwirkung der Bestrahlung die 
endgültige Beurteilung vorgenommen. Wo schon vorher Hämo- 
lyse beobachtet war, schien diese dann noch zugenommen zu 
haben, während in den schützenden Lösungen die Blutkörperchen 
unbeschädigt am Boden lagen und die darüberstehenden Flüssig- 
keiten auch spektroskopisch keinen Blutfarbstoff zeigten. Be- 
merkenswert ist das Verhalten der Erythrocyten bei der Be- 
lichtung unter dem gleichzeitigen Einfluß von Eosin und den 
fluorescierenden Oxycumarinen. Hier paralysieren die letzteren 
nicht nur die Wirkungen des gewöhnlichen Lichtes, sondern auch 
noch mehr oder weniger die sensibilisierende ` Eosinwirkung 
(Tabelle I). 

Die Oxycumarine Umbelliferon, Äsculetin und 
Chrysatropasäure gehören zu der besonderen Gruppe 
von fluorescierenden Substanzen, welche auf Erythro- 
cyten optisch desensibilisierend wirken. 

Anschließend wurde eine Versuchsserie angestellt, um den 
Einfluß der Oxycumarine unter dem Einfluß des Lichtes auf die 
Erhöhung oder Verminderung der Resistenz von roten Blut- 
körperchen gegen die Saponinhämolyse zu studieren. 
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Tabelle I. 


EE E EE EE E e aual 


| Partielle Hämolyse nach Bestrah- 
lung in Minuten 





l DNA a ml 15 

0,9%, NaCl als Kontrolle... — +) d 
Cumarin 1:5000 . 22. .2.2.. Eat | 
Umbelliferon ...... — i=: | ‚ Leichte 

` Braunfärbung 
Herniarin . . . 2 22202. ee 
Daphnetin .. 2.2.2.2... Kg | Ss 
Asculetin . . 2.2 2 20. Il k 
Chrysatropasäure.... = lt Leichte 

| Braunfärbung 


Umbelliferon + 0,01°/, Eosin 
Herniarin + 0,01°/, Eosin . . d 
Äskuletin -+ 0,01%, Eosin . . 0.7 0 + 

Chrysatropasäure + 0,01% Eosin , — - — EC 


Eosin 1:10000 als Kontrolle . -+ | 


Von Eosin und anderen opiisciien Sensibilisatoren ist behauptet 
worden!), daß sie bei Zutritt von Sonnenlicht die Wirkung der Saponine 
abschwächen. Wählt man die Konzentration einer 1%, Blutkörperchen- 
suspension enthaltenden isotonischen Saponinlösung derart, daß sie noch 
eben innerhalb einer nicht zu kurz bemessenen Frist von 2—4 Stunden 
Hämolyse, wenn auch nur zum ganz geringen Teil, in Erscheinung treten 
läßt, etwa eine Digitoninlösung 1 : 100 000-125 000, und belichtet 5 Mi- 
nuten, so ist infolge Addition der Schädigungen der Eintritt des Phänomens 
zeitlich viel früher und auch quantitativ in erhöhtem Maße zu beobachten. 
Setzt man der Saponin-Blutkörperchensuspension vor der Belichtung zu 
0,02% von den optisch schützenden Oxycumarinen zu, so bleibt die Reak- 
tionszeit ungefähr die gleiche wie ohne die Einwirkung der Bestrahlung. 
Dieses Ergebnis bietet nichts Überraschendes. Es steht fest, daB die Saponin- 
hämolyse ihren Angriffspunkt in den Cholesterinen der Erythrocyten 
hat. Worin das Wesen der Hämolyse durch Lichtstrahlen zu suchen ist, 
ist nicht sicher bekannt. Man hat an eine Wirkung von Fettsäuren gedacht?), 
welche aus dem Lecithinkomplex der Erythrocyten in Freiheit gesetzt 
werden. Soviel kann aber aus dem vorstehenden Versuch wohl entnommen 
werden, daß Licht- und Saponinhämolyse verschiedene Angriffspunkte 
haben. 

Auch bei einer rein chemischen photodynamischen Reaktion, näm- 
lich bei der Abspaltung von Jod aus Jodkaliumlösung durch Licht läßt 
sich der schützende Einfluß der fluorescierenden Oxycumarine zeigen. 
Straub?) hat die sensibilisierende Wirkung von Eosin auf Jodkalium 


2) H. Noguchi, Journ. of experim. med. 8, 268. 1905. 

2) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435. 1909. 

3) W. Straub, Münch. med. Wochenschr. 1904, Nr. 25 und Arch. 
f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 51, 383. 1904. — Vgl. auch A Jodl- 
bauer und H. v. Tappeiner, Dtsch. Archiv f. klin. Med. 86, 468. 1906. 
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mit den entsprechenden photobiologischen Prozessen verglichen und in 
Analogie gebracht. Noack!), welcher der Ansicht ist, daß sich die fluores- 
cierenden organischen Stoffe in ihrer physiologischen Wirkung allgemein 
gleich verhalten, berichtet, daß er außer unter dem Einfluß von Eosin auch 
durch Äsculin eine photochemische Oxydation gewisser Pflanzenchro- 
mogene zum Farbstoff erhalten hat, und daß diese Wirkung durch Natrium- 
sulfit und andere reduzierende Salze aufgehoben wird. 

Auch bei unseren Versuchen zeigte Eosin bezüglich der Jod- 
abspaltung aus Jodkalium eine Beschleunigung, während diese 
durch Umbelliferon, Äsculetin und Chrysatropasäure eine sehr 
deutliche Verzögerung erlitt, bemerkenswerterweise aber auch 
durch die nicht fluorescierenden Cumarine Herniarin und Daph- 
netin, wie auch durch das Cumarin selbst zeitlich etwas hintan- 
gehalten wurde. 

Die Belichtung wurde mit der Bogenlampe vorgenommen 
unter Anwendung halbgesättigter Lösungen der Substanzen mit 
einem Zusatz von 5%, Jodkalium und etwas Stärkekleister. Als 
Eintritt der Reaktion wurde der Zeitpunkt angesehen, an welchem 
zuerst an der Oberfläche der offenen Glascuvetten einzelne ge- 
färbte Partikelchen Jodstärke wahrgenommen werden konnten 
(Tabelle II). 


Tabelle II. 
E | Jodabspaltung nach 
K.J-Stärke l spätestens Minuten 
ı 5 | 8 |10 
Ohne Zusatz ..... | SE 


Mit Cumarin 1:2000 + 
„ Umbelliferon .. _ 
Hermiarin .... + 
» Daphnetin ... d + 

„ Asculetin ..... 

„ Chrysatropasäure | 
„ Eosin 1: 10000 | Fr4 
Sehr viel sinnfälliger läßt sich die Abspaltung von Jod zu- 
mal am Orte der Entstehung durch stark zentriertes Licht demon- 
strieren, wenn die Jodkalium-Stärkelösung durch Zusatz von 
Gelatine in einer gleichmäßigen Suspension gehalten wird. dn 
diesem Falle ist aber eine Hemmung der Reaktion durch Zusatz 
der drei fluorescierenden Oxycumarine nicht festzustellen. Die 


reziproke Beobachtung, daß z. B. durch Zusatz von Serum zu 


1) K. Noack, Zeitschr. f. Bot. 12, 273. 1920. 
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Sensibilisstoren eine Herabsetzung bzw. Aufhebung der sensibili- 
sierenden Wirkung erfolgt, ist schon früher gemacht!). Man kann 
dies durch ein teilweises Absorbieren und Unschädlichmachen 
der schädigenden Strahlen durch das eiweißhaltige Substrat zu 
erklären versuchen. Für den vorliegenden Fall dürfte aber eine 
solche Annahme kaum zu Recht bestehen, da durch dieSummierung 
der Absorption erst recht eine Schutzwirkung zu erwarten stände. 
Viel eher kann angenommen werden, daß die wässerige fluores- 
cierende und stark absorbierende Lösung durch den Zusatz des 
kolloidalen Eiweiß optisch derartig beeinflußt wird, daß sie ihre 
gewisse Lichtstrahlen absorbierende Eigentümlichkeit nicht mehr 
entfalten kann. 

Bei den folgenden Tierversuchen konnte die Einwirkung des 
zerstreuten Tageslichtes auf die Objekte unberücksichtigt bleiben, 
da ja von einem Einfluß des optischen Sensibilisierungsvermögens 
auf die Pharmakodynamie der Oxycumarine nicht die Rede sein 
kann. 


Versuche an Fischen. 


Diese Versuche verfolgten den Zweck, festzustellen, ob ein- 
mal qualitativ der narkotische Effekt des Cumarins in den Oxy- 
cumarinen und Methoxycumarinen noch zum Ausdruck kommt, 
bzw. inwieweit er modifiziert ist, dann auch weiter, um einen ver- 
gleichenden Überblick über die Verschiedenheit der Giftwirkung 
in quantitativer Hinsicht zu bekommen. In Ermangelung der 
hierzu meist gebräuchlichen Kaulquappen wurden bis zu 6cm 
lange Elritzen (Phoxinus laevis) benutzt, von denen jedesmal 
3—5 Stück in 300—500 ccm der mit Brunnenwasser hergestell- 
ten Lösungen der Substanzen eingebracht wurden. Diese 
Lösungen wurden durch längeres Schütteln des auf 60—70° 
erwärmten Wassers mit einem Überschuß der Substanzen und 
Abfiltrieren des Ungelösten nach dem Erkalten auf Zimmer- 
temperatur bereitet. Durch Bestimmung des Abdampfrück- 
standes abzüglich des auf das Leitungswasser entfallenden An- 
teils wurde für Umbelliferon, Äsculetin und Daphnetin ungefähr 
übereinstimmend eine Löslichkeit von etwa 1: 2000-2500, für 
die Chrysatropasäure eine solche von ungefähr 1: 3000—3500 
gefunden; ähnlich liegen die Verhältnisse für Ringerlösung, wäh- 


1) G. Busk, diese Zeitschr. 1, 425. 1906. 
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rend destilliertes Wasser von diesen Körpern nur etwa die Hälfte 
aufnimmt; Herniarinlösung ist in beiden Fällen bei Zimmer- 
temperatur mit etwa 1: 7500 gesättigt. 

Die Phoxinen reagieren auf Cumarin qualitativ und quantita- 
tiv wie Kaulquappen, d.h. die Verdünnung von 1:15 000 wurde 
in Übereinstimmung mit Ellinger und Overton!) als Grenze 
der narkotischen Wirkung gefunden. Bei dem Methoxycumarin 
war eine ?/, gesättigte Lösung (etwa 1: 11 000) die Grenzkonzen- 
tration, bei der die Mehrzal der Fische innerhalb 30—40 Minuten 
ihre Reflexerregbarkeit verloren und 24 Stunden später, in frisches 
Wasser gebracht, sie allmählich wiedererlangten. Die gesättigte 
Lösung 1:7500 wirkte prompt innerhalb 5 Minuten narkotisi- 
rend, die Narkose ließ sich aber in der Regel nur 6—8 Stunden 
hindurch unterhalten: über diese Zeit hinaus erfolgte bei einem 
Teil der Tiere dann keine Erholung mehr. 

Durch Eintritt eines phenolischen Hydroxyls in ein Meth- 
oxycumarin erlischt der narkotische Effekt vollkommen. In der 
gesättigten Lösung der Chrysatropasäure 1:3500 stellten sich 
innerhalb weniger Minuten Gleichgewichtsstörungen ein, die 
Tiere legten sich auf die Seite, die Atmung ist erst beschleunigt, 
dann verlangsamt und vertieft, die Bewegungen sind träge, und 
im Durchschnitt innerhalb 1—2 Stunden erfolgt der Tod. Ver- 
dünnungen der Lösung auf das 1!/,fache, also auf etwa 1:5000, 
setzen die Giftigkeit sehr herab; denn nach 8 Stunden ist nur 
der kleinere Teil der Tiere bewegungslos bzw. getötet, der größere 
Teil erholt sich allmählich wieder. Noch stärkere Verdünnungen 
(1: 7000) lassen innerhalb 24 Stunden außer einer gewissen Träg- 
heit nichts Besonderes mehr erkennen. 

Qualitativ ganz ähnlich wirken das Monooxycumarin Um- 
belliferon und die Dioxycumarine Daphnetin und Äsculetin. 
Am wirksamsten erwies sich das Umbelliferon bei 1: 4000, wäh- 
rend bei Daphnetin und Äsculetin die gesättigten Lösungen 
1:2500 eben noch innerhalb einiger Stunden zu Tode führten. 
Auch hier ist keine Narkose zu beobachten; ohne Aufhören der 
Reizbarkeit, aber auch ohne Auftreten von Krämpfen, wenn anders 
man die auf Berührung manchmal erfolgenden stoßartigen Be- 
wegungen nicht andeutungsweise als solche auffassen will, si- 
stiert allmählich die Zirkulation, und es erfolgt rasch der Tod.‘ 


1) E. Overton, Studien über die Narkose, Jena 1901, S. 141. 
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Bei der verwendeten Fischart läßt sich die narkotische Cu- 
marinwirkung, wenn’auch nicht mehr ganz rein, nur bei Herniarin 
feststellen. Ob die Oxycumarine mit freien phenolischen Hydroxylen 
Phenolwirkung entfalten, konnte hier nicht entschieden werden. 

Auf die isolierte Ringmuskulatur des Regenwurms wirkt 
nur Herniarin cumarinähnlich, indem bei Konzentrationen 
1: 7500—15 000 die Segmente zwar vereinzelte unregelmäßige 
Zuckungen zeigten, deren Amplituden aber doch beträchtlich 
hinter den durch äquimolekulare Konzentrationen von Cumarin 
hervorgerufenen zurückbleiben. Die fluorescierenden Oxycu- 
marine zeigen hier keine Wirkung. 


Versuche an Fröschen. 


Recht brauchbare Testobjekte zum Studium der Wirkungen 
von Phenolen und deren nächsten Homologen bilden Esculen- 
ten!). Die tödliche Dosis beträgt bei Applikation in den Lymph- 
sack pro g Tier von Phenol und Phenolnatrium etwa 0,1 mg mit 
dem Ausgang nach 3—6—10 Tagen. Erst bei 5fach höheren 
Dosen erfolgt der Tod bereits nach 12—24 Stunden. Aber schon 
nach Gaben von 0,05 mg pro g Tier, bei denen so gut wie stets 
Erholung eintritt, kann man den Verlauf mit seinem ganzen 
Symptomenkomplex gut beobachten. Nach wenigen Minuten 
setzt eine mächtige Erregung des zentralen Nervensystems ein, 
die in schlagartige, über den ganzen Körper verbreitete Muskel- 
zuckungen übergeht. Unter Fortbestehen einer Reflexsteigerung 
erfolgt ein langdauerndes Stadium der zentralen Lähmung, aus 
dem ganz allmählich Erholung bzw. Tod erfolgt. Bei den ein- 
fachen Kresolen ist das Vergiftungsbild ein ähnliches, es äußert 
sich hier und da die Erregung in typischen tetanischen Krampf- 
anfällen, aus denen sich ein Tetanusstadium von mehrstündiger 
Dauer entwickeln kann. 

Gibt man einer mittelgroßen Esculenta — von 35—40 g 
wie auch bei den folgenden Versuchen — 0,125 mg Herniarin 
pro g Körpergewicht in Öl gelöst in den Lymphsack, so beob- 
achtet man nach etwa einer Stunde zuerst eine lebhafte motori- 
sche Unruhe mit gesteigerter Reflexerregbarkeit, die ungefähr 
2 Stunden anhält, um dann allmählich in ein Stadium der zentra- 


1) K. Tollens, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 52, 220. 
1904. — K. Jahn, Med. Klin. 1912, Nr. 47. 
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len Lähmung mit erhaltenen Reflexen, aber immer mehr abneh- 
mender Atmungs- und Herztätigkeit überzugehen, in dem 9 Stun- 
den nach der Vergiftung der Tod erfolgt.. Nimmt man die Dose 
kleiner, so erfolgt aus diesem Stadium heraus eine zwar langsame, 
aber vollkommene Erholung. Bei den vielfachen tödlichen Ga- 
ben von 0,6 und 1,2 mg Herniarin pro g Froschgewicht folgen sich 
die Erscheinungen rascher, ohne ein anderes Bild zu zeigen. 
Schon in dem Erregungsstadium ist die Atmung deutlich behin- 
dert, und die Tiere reißen das Maul maximal auf. Der tödliche 
Ausgang tritt dann bereits nach 6 bzw. 4 Stunden ein. 

Die Vergiftungsbilder nach Umbelliferon, Daphnetin, Äcsu- 
letin und Chrysatropasäure sind sowohl untereinander im wesent- 
lichen übereinstimmend, als auch teilen sie einige Hauptsymptome 
mit dem Herniarin. Nur ist die tödliche Dose hier mindestens 
achtmal größer wie bei letzteren, und der Verlauf der Vergiftung 
erstreckt sich über mehrere Tage. Wegen der geringen Löslich- 
keitsverhältnisse in Wasser und in Öl muß man entweder die 
Substanzen als wässerige Emulsion einspritzen, oder man muß 
sie mit der berechneten Menge Natronlauge in Lösung bringen. 
LetztereManipulation beeinflußtnach unseren Beobachtungen selbst 
dann die Wirkung nicht, wenn durch kurzes Erwärmen mit dem 
Alkali auf 100° die Lösung vervollkommt und beschleunigt wird, 
was mit Rücksicht auf den Lactoncharakter bemerkt werden muß. 

Wird von den Substanzen pro g Tier 1 mg injiziert, so ist in 
den ersten 3—4 Stunden kaum etwas zu beobachten. Alsdann 
setzt eine vermehrte Hautsekretion ein, die Tiere werden lebhafter 
und unruhiger, die Bewegungen sind leicht inkoordiniert. Am 
nächsten Tage befinden sich die Tiere im Depressionszustand ; 
sie ertragen längere Zeit Rückenlage, aus der sie sich nur kraft- 
los und ungeschickt erheben. Puls und Atmung sind stark ver- 
langsamt, die Reflexe herabgesetzt. Am dritten Tage herrscht 
meist völlige Reaktionslosigkeit, und die äußeren Zeichen des 
Lebens scheinen erloschen. Öffnet man die Brusthöhle, so sieht 
man hier und da zwar in langen Intervallen folgende, aber kräftige 
Kontraktionen des Herzvorhofs, während der Ventrikel still- 
steht, auf taktile oder elektrische Reize aber mit Einzelkontrak- 
tionen antwortet. Bei dieser Applikation der fluorescierenden 
Oxycumarine beobachtet man während der ganzen Versuchsdauer 
ausgesprochene Fluorescenz der transparenten Medien des Auges. 


Physiologische Wirkung natürlicher Oxycumarine, 


Durchweg vom 5. Tage an kehren die 
Frösche aus ihrem lethargischen Zu- 
stand zur Norm zurück. 

Nach 1,5—2,0 mg läßt sich zwar 
nicht regelmäßig, aber doch in der 
Mehrzahl der Fälle der Tod nach 4 bis 
5 Tagen durch völliges Erlöschen jeder 
Erregbarkeit feststellen. Auch jetzt 
fehlen Muskelzuckungen, geschweige 
denn wirkliche Krämpfe auf der Höhe 
der Vergiftung ganz. Bei der Sektion 
findet man regelmäßig an dem in der 
Mitte zwischen Systole und Diastolestill- 
stehenden Herzen vereinzelte punkt- 
förmige Blutaustritte in der Gegend 
der Herzspitze und am vorderen und 
hinteren Perikard. 

Bei Fröschen ist hiernach für sämt- 
liche untersuchte Oxycumarine weder 
reine Cumarinwirkung noch reine Phe- 
nolwirkung festzustellen; sie führen 
erst in mindestens l5fach größerer 
Dosis wie beim Phenol durch zentrale 


Lähmung zum Tode. 


Versuehe am isolierten Frosehherzen. 


An Esculentenherzen in der Straub- 
schen Versuchsanordnung, die mit 1 ccm 
normaler bzw. vergifteter, ab und zu 
durchlüfteter Ringerlösung gespeist 
waren, und deren Tätigkeit am Kymo- 
graphion registriert wurde, verhalten 
sich die drei Oxycumarine mit freien phe- 
nolischen Hydroxylen, Umbelliferon, 
Daphnetin und Äsculetin, prinzipiell 
völliggleich. Verwendet man in derKälte 
mit den Substanzen gesättigte Ringer- 
lösungen, so setzt unmittelbar nach Ein- 
bringen in die Herzkanüle derEffekt ein, 
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(Zeitangabe in Minuten.) 


Bei 0° Einführung von !', gesättigter Umbelliferonlösung. Bei A nach Auswaschen mit Ringer. 


Abb. 1. 
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der in einem ganz gleichmäßigen Absinken der Systolengipfel 
bis zur Nullinie besteht. In der Zeit zwischen 2 und 3 Minuten 
ist dies erreicht, der Ventrikel und auch der Vorhof steht in 
Diastole still. Wäscht man jetzt sofort mit Ringer solange aus, 
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Abb. 2b. 
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Abb. Ze, 

Abb. 2a—c. Bei 0’ Einführung von ii, gesättigter Äskuletinlösung. Vor 8’ Effekt des 
Auswaschens mit Ringer. Bei 8° Kinführung von Si, gesättigter Äskuletinlösung. — 
Oben Vorhof, unten Ventrikel. 
bis die aus dem Herzen herausbeförderte Flüssigkeit keine Spur 
von Fluorescenz mehr zeigt, so beginnen die regelmäßigen Kon- 
traktionen wieder und erreichen fast momentan ihre ursprüng- 
liche Ausdehnung (Abb. 1). Dieser Vorgang läßt sich ohne nen- 
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Abb. 4. Ventrikel unter Einwirkung gesättigter Chrysatropasäurelösung. Zwischen 38’ und 80° Auswaschen mit Ringer. 
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nenswerte Schädigung 2—3 mal wie- 
derholen. Verdünnt man, um die 
Grenze der wirksamenKonzentration 
festzustellen, auf das 1!/,fache, so 
nimmt zwar wieder augenblicklich 
die Kontraktionsgröße gleichmäßig 
ab und erreicht nach 2—3 Minuten 
ihr Minimum, sie hält sich aber dann 
auf diesem auf die Hälfte reduzierten 
Niveau in gleichmäßiger und unge- 
schwächter Frequenz Stunden hin- 
durch, wenn dann auch auf Aus- 
waschen hin keine Restitutio ad 
integrum mehr eintritt (Abb. 2). 
Bei halbgesättigten Lösungen ist der 
Effekt nunmehr ganz wenig scharf 
ausgeprägt und sehr in die Länge ge- 
zogen; bei noch schwächeren Kon- 
zentrationen von !/, gesättigten Lö- 
sungen abwärts bleibt er ganz aus. 

Im Gegensatz zu dieser negativ 
inotropen Wirkung der rein pheno- 
lischen Cumarine machtdieChrysa- 
tropasä ure mitihren zwei Phenol- 
gruppen, von denen die eine aber 
durch Methyl verschlossen ist, andere 
Erscheinungen. Bringt man z. B. das 
Herzdurch Daphnetin zum Stillstand 
und ruft eine dauernde Schädigung 
dadurch hervor, daß man es 2 Minu- 
ten in diesem Zustand beläßt und 
dann nur zweimal mit Ringer aus- 
wäscht, so daß die Exkursionen des 
Ventrikels nicht mehr die alte Höhe 
erreichen, und speist nun mit der ge- 
sättigten Lösung der Chrysatropa- 
säure, so nimmt bei gleichbleibender 
Frequenz für die nächsten Minuten 
die Kontraktionsgröße zu (Abb. 3). 
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Tadellos funktionierende Herzen durch die gesättigte wässerige 
Chrysatropasäurelösung zum Stillstand zu bringen, gelingt in den 
ersten Stunden überhaupt nicht. Hat sich etwa !/,—1/, Stunde nach 
der Vergiftung eine Konstanz der Wirkung im gewissen negativ 
chronotropen und positiv inotropen Sinne eingestellt, so läßt sich 
durch Auswaschen unschwer Rückkehr zur ursprünglichen Fre- 
quenz und Reduzierung der Kontraktionshöhen auf die Norm er- 
zielen (Abb. 4). Bevor aber die Konstanz der Wirkung erreicht ist, 
kommt es regelmäßig zu Irregularitäten, die sich gleichmäßig 
auf Vorhof und Ventrikel erstrecken. Zunächst fällt nur hier 
und da eine Systole aus, dann folgt ein kurzes Stadium der Grup- 
penbildung von meist zwei regelmäßigen Herzrevolutionen, 
und : hierauf arbeiten alle Herzabschnitte regelmäßig weiter 
(Abb. 5). | 

Wieder andere Effekte löst das hydroxylfreie Methoxy- 
cumarin, das Herniarin, in gesättigter Lösung aus, wenn auch 
eine gewisse Ähnlichkeit mit der Wirkung der Chrysatropasäure 
nicht zu verkennen ist. Wenige Sekunden nach Einführung 
- des Giftes setzt eine plötzliche diastolische Schockwirkung ein, 
von der: sich Kammer und Vorhof ebenso plötzlich wieder er- 
holen. Während der Vorhof nun rhythmisch weiter pulsiert, 
bleiben dessen Systolen vom Ventrikel nach einigen kraftlosen 
Kontraktionen unbeantwortet. Bald stehen Vorhof und Kammer 
gleichzeitig still. Es beginnt zuerst wieder die Vorhofstätigkeit, 
welcher die des Ventrikels langsam zunehmend folgt. Auf dies 
Stadium der periodisch wiederkehrenden Leitungsbehinderung 
folgen dann beiderseits kräftige Systolen mit verlängertem 
Intervall, die meist zu Gruppen vereinigt sind (Abb. 6). Die 
Systolenhöhen nehmen im Verlauf von 1—2 Stunden langsam 
und regelmäßig ab, und schließlich kommt das Organ zu 
einem mehr oder minder ausgesprochenen diastolischen Stillstand. 
Innerhalb etwa der ersten 15 Minuten nach der Vergiftung er- 
weist sich der ganze Vorgang noch als reversibel, indem auf 
energisches Auswaschen hin gute Erholung eintritt. Verwendet 
man statt der gesättigten Herniarinlösung 1:7500 eine solche 
von 1:10000, so sind die geschilderten Erscheinungen kaum 
mehr wie angedeutet, nur zu Anfang macht sich eine gewisse 
Leitungsstörung durch Ausfall einer einzelnen Systole bemerk- 
bar. Man muß an das ‚Alles -oder - Nichts - Gesetz“ denken, 


Biochemische Zeitschrift Band 113. 13 


194 E. Sieburg 


wenn man sieht, wie bei Herniarin, ganz ähnlich wie bei Um- 
belliferon, Daphnetin und Äsculetin, der von den völlig gesät- 
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Abb. 5c. 
Abb. 5a—c. Bei 0° Einführung von gesättigter Chrysatropasäurelösung. — Oben 
Vorhof, unten Ventrikel. 


tigten, aber keineswegs übersättigten Lösungen ausgeübte Effekt 
auf das isolierte Froschherz rasch gleich Null wird, ohne daß 
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Abb, 6a. 





Abb. 6b. 
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Abb. 6c. 


Abb. 6a—-c. Bei 0 Einführung von gesättigter Herniarin lösung. — Oben Vorhof, 
unten Ventrikel. 


eine entsprechend verminderte Konzentration der Lösung dafür 
Voraussetzung ist. 
13* 
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Versuche an Kaninchen. 

Zur Blutdruckmessung wurden 1,4—1,7 kg schwere 
Kaninchen in Urethannarkose verwendet, bei denen der Carotis- 
blutdruck nach Injektion der in Ringer gelösten Substanzen in 
die Drosselvene registriert wurde. 

Sämtliche Substanzen wirken in gesättigter Lösung nicht 
auf den Blutdruck ein. Injiziert man innerhalb 35 Minuten 
75 ccm Herniarinlösung = 10 mg, so bleiben Puls, Atmung und 
Blutdruck völlig unbeeinflußt. Erst die in stärkeren Konzen- 
trationen herstellbaren Na-Verbindungen der phenolischen Oxy- 
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Abb. 7a. 
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Abb. 7a. Zwischen x und x x 12,5 mg Chrysatropasaures Na in 25 ccm; 
O AE d? % E D0 mg o Na „10 ccm. 


cumarine beeinflussen in Dosen von 12,5—75 mg den Blutdruck 
im Sinne einer deutlichen kurzdauernden Senkung. Dabei übt 
die Chrysatropasäure zwar den energischsten, aber auch den 
flüchtigsten Effekt aus. Nach 12,5 mg fällt der Druck um 8 bis 
172 mm Hg, nach 50 mg um etwa 40 mm, um sofort nach der 
Injektion wieder zur normalen Höhe anzusteigen (Abb. 7). Um- 
belliferon, Daphnetin und Äsculetin wirken auch hier qualitativ 
und quantitativ gleich. Nach 25 mg erfolgt Senkung um 20 bis 
30 mm, die aber bei dieser Dose mit Beendigung der Injektion 
noch sofort aufhört. Die nach 50 und 75 mg auftretende Senkung 
um 20 bis 30 mm Hg hält dagegen nach Schluß der Injektion 
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noch einige Zeit an, um dann in einigen Minuten langsam und 
regelmäßig zur Norm zurückzukehren (Abb. 8—10). Der un- 
mittelbar nach den Versuchen entleerte oder der Blase ent- 
nommene Harn zeigte nach Einführung der fluorescierenden Sub- 
stanzen die diesen eigentümliche Fluorescenz. 
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Abb. 8. Zwischen x und e 25 mg Umbelliferon-Na in 5 ccm. 








Abb. 9. Zwischen x und e 50 mg Daphnetin-Na in 5ccm 
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Abb. 10b. 
Abb. 10a. Zwischen x und 2 75 mg Askuletin-Na in 7,5 ccm. 
Abb. 10b. Fortsetzung von a. 


Bei subcutaner Applikation lassen sich recht erhebliche 
Mengen in den Tierkörper einführen, ohne daß ausgeprägte und 
dauernde Schädigungen erkennbar sind. 


Umbelliferon, Daphnetin, Äsculetin und Chrysatropasäure wurden 
zu 0,5g in konzentrierten wässerigen Lösungen als Na-Verbindungen 
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1—1,5 kg schweren Kaninchen unter die Haut gespritzt und dieselbe Dose 
nach 6 und 24 Stunden noch einmal gegeben. Außer etwas Scheu und ver- 
minderter Freßlust schien das Befinden der Tiere nicht wesentlich gestört. 
Nach Einführung der fluorescierenden Substanzen, ganz besonders bei 
Umbelliferon und der Chrysatropasäure, weniger ausgesprochen bei Äscu- 
letin, machte sich, ebenso wie beim Kaltblüter, Fluorescenz am Auge be- 
merkbar. Der Harn ließ keine Nierenschädigungen erkennen und bot auch 
keine abnormen Produkte des Stoffwechsels. 

Nach 0,3g Herniarin (in Öl gelöst, subcutan) zeigte das Versuchs- 
tier etwas Apathie, aber keinerlei narkotische Erscheinungen. Jedoch 
sistierte in diesem Fall die Diurese 3 Tage lang vollkommen; bei einem 
anderen Kaninchen erfolgte nach 0,5g Herniarin bereits nach 2 Tagen 
Entleerung der Blase. 

Genauer verfol&t wurde hier das Schicksal von Umbelliferon, Daphnetin 
und Äsculetin. Es fragte sich, ob eine Aufspaltung des Pyronrings mit 
Oxydation der Substanzen zu Polyoxybenzoesäuren im Tierkörper oder eine 
unveränderte Ausscheidung im Harn erfolgt. ` 

Aus dem Gesamtharn bis zu 48 Stunden nach der letzten U mbelli- 
feroninjektion, ließen sich nach dem Ansäuern keine durch Äther aus- 
schüttelbaren mit Eisenchlorid reagicrende Phenolcarbonsäuren isolieren. 
Fluorescenz zeigte der Harn erst nach kurzem Erhitzen mit Mineralsäure 
und nachfolgender Neutralisation, jetzt aber auch in ganz ausgesprochenem 
Maße, während vorher dieses Phänomen nicht zu beobachten war. Der 
Gesamtharn wurde fast bis zur Trockne verdampft und dieser Rückstand 
mit siedenden Alkohol unter Zusatz von ein wenig konzentrierter Salz- 
säure extrahiert. Der Verdunstungsrückstand dieses alkoholischen Aus- 
zuges gab dann nach wiederholtem Umkrystallisieren aus heißer, wässeriger, 
verdünnter Salzsäure Kryställchen von Umbelliferon, die gegen 222° 
schmolzen und die Tschirchsche Identitätsreaktion zeigten: der Körper 
nimmt, mit Kalilauge und Chloroform gekocht, eine intensiv grüne Farbe 
an, die auf Zusatz von Salzsäure erst in Violett, dann in Blau übergeht 
und schließlich ganz verschwindet, auf erneuten Alkalizusatz aber wieder 
hervortritt. 

Der auf Daphnetinzufuhr entleerte Harn zeigt nach dem Neutrali- 
sieren auf Eisenchloridzusatz eine intensive Grünfärbung, die nach Über- 
sättigen mit Natriumearbonat in Rot umschlägt. Die diese Reaktion im 
Harn bedingende Substanz läßt sich durch Bleiacetat als gelber amorpher 
Körper quantitativ ausfällen und durch Zerlegung der Bleiverbindung 
mittels Schwefelwasserstoff und Auskochen des Bleisulfidniederschlags 
mit Alkohol als ein nicht krystallisierender, an der Luft allmählich dunkel 
werdender Sirup gewinnen. Erhitzt man diesen kurze Zeit mit verdünnter 
Salzsäure und läßt erkalten, so schießen Krystalle von Daphnetin aus, 
die hier bei 254—255° schmolzen. 

Die Isolierung des Ausscheidungsproduktes von Äsculetin geschah 
auf die nämliche Weise. Auch hier wurde die mit Eisenchlorid sich grün 
färbende Substanz als gelbe Bleiverbindung ausgefüllt, durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und in Form eines Sirups erhalten, aus dem durch Auf- 
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kochen mit Salzsäure gegen 265° schmelzendes Äsculetin gewonnen wurde. 
Es zeigte außer einer Fluorescenz in schwach alkalischer wässeriger Lösung 
auch die Rochledersche Äsculetinreaktion: tiefblaue Färbung beim Er- 
hitzen mit Natriumbisulfit in saurer Lösung und nachfolgendem Über- 
sättigen mit Ammoniak. 

Wie bei Umbelliferon, so zeigten auch die auf Äsculetinzufuhr ent- 
leerten Harnportionen an sich meist keine Fluorescenz. Ab und zu wurde 
eine solche in geringem Maße beobachtet, wenn der Harn in dem offenen 
Sammelgefäß einige Zeit — die Nacht über — gestanden hatte. Modica?) 
gibt an, daß das glukosidische Äsculin nach intravenöser Einspritzung 
bei Hunden in sehr geringer Menge unzersetzt im Harn ausgeschieden, 
zum größten Teil aber hier im Organismus gespalten wird, und daß das 
Aglukon Äsculetin weiter teils als freie, teils als an Basen gebundene, 
teils als gepaarte Äsculetinsäure eliminiert wird. Die freie Äsculetin- 
säure, d. i. eine Trioxyzimmtsäure, darzustellen, ist sonst nicht gelungen, 
da sich der in alkalischer Lösung evtl. aufgespaltene Lactonring in nicht 
mehr alkalischem Medium sofort wieder schließt. 

In den beschriebenen Versuchen ist eine Paarung der Oxy- 
cumarine im Organismus sicher, da es erst nach hydrolytischer 
Spaltung der Ausscheidungsprodukte gelang, unveränderte Aus- 
gangsmaterialien wiederzuerhalten. Da die gepaarten Verbin- 
dungen selbst nicht in analysenreine Form gebracht werden konn- 
ten, muß die Art der mit den Oxycumarinen in Paarung getre- 
tenen Körper dahingestellt bleiben. Jedenfalls erweisen sich die 
Cumarinderivate am Warmblüter als nur sehr wenig pharma- 
kodynamisch aktiv, sie zeigen weder Cumarin- noch Phenol- 
wirkung. Auch eine eigene spezifische Wirkung, die gemäß ihrem 
Lactoncharakter erwartet werden könnte, läßt sich nicht dartun. 

Die Ausführung der Versuche fand unter Mitwirkung von 
Herrn Dr. Kurt Würzbach statt. 





IO Modica, Annal. Chim. Farm. 18, 12. 1893. 


Untersuchungen über I. Bangs Mikromethode zur Be- 
stimmung von Traubenzucker. 


Von 
Svend Aage Holbøll. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 2. November 1920.) 


Bangs Mikromethode zur Bestimmung des Blutzuckers, 
eine Methode, die zu vielfachen klinischen und experimentellen 
Untersuchungen angewandt worden ist, ist natürlicherweise 
mehrmals durchgeprüft worden. Es läßt sich indessen nicht 
leugnen, daß die Methode in ihrer älteren Gestalt mit nicht 
unbedeutenden Schwierigkeiten verbunden ist, wenn man sehr 
genaue Resultate erzielen will, und Bang hat denn auch kurz 
vor seinem Tode eine neue Methode!) nach anderen Prinzipien 
ausgearbeitet, durch die der größte Nachteil der älteren Methode, 
nämlich das genaue Innehalten von Kochzeit und Kochintensität. 
vermieden wird. 


Das Prinzip der neuen Methode beruht darauf, daß das Cuprooxvd. 
das durch das Kochen des Traubenzuckers mit einem Cuprisalz in alkalischer 
Flüssigkeit entsteht, beisaurer Reaktion das Kaliumjodat zu Jodid reduzieren 
wird, wonach dierestierende Menge Kaliumjodat nach Zusatz von Kaliumjodid 
durch Titration mit Thiosulfat bestimmt wird. Die alkalische Flüssigkeit 
ist aus Seignettesalz und Kaliumcarbonat hergestellt; bei Anwendung dieser 
Lösung verläuft die erwähnte Reduktion nach Bangs Angabe vollständig 
im Laufe von 2—3 Minuten, und er fand das Verhältnis zwischen der 
reduzierten Kaliumjodatmenge und dem Glucosegehalt konstant, indem 
regelmäßig 0,28 ccm ?/,00-Kaliumjodat pro 0,1l mg Glucose verbraucht 
wurde. Bang empfiehlt, das Jodat sofort hinzuzusetzen und sodann 4 Mi- 
nuten zu kochen, gibt aber an, daß man bei Zusatz des Kaliumjodates 
nach dem Kochen dieselben Resultate erhält. Zum Fällen der Albumin- 
stoffe des Blutes wird eine schwach saure Kaliumchloridlösung angewandt, 
die, wie bei der älteren Methode, Uranylacetat enthält. 





D Diese Zeitschr. 9%, 344 und I. Bang, Mikromethoden zur Blut- 
untersuchung. 2. Aufl. München 1920. 8.35. 
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Trotz der offenbaren Vorteile der neuen Bangschen Methode scheint 
sie im Gegensatz zu älteren Methoden nur eine geringe Anwendung ge- 
funden zu haben. Die einzige Durchprüfung der Methode, die meines 
Wissens veröffentlicht worden ist, rührt von Berthold Oppler!) her. 

Oppler gibt an, Bangs Weisungen genau befolgt zu haben, indem er 
jedoch die Kochzeit von 4 bis auf 4!/, Minuten verlängerte. Die Analysen 
fanden statt an einer Traubenzuckerlösung und statt einer Kaliumjodat- 
lösung benutzte Oppler eine Lösung von Kaliumbijodat. Außerdem be- 
nutzte er die von Bang erwähnte Modifikation, indem er die 2ccm Jodat 
nach dem Kochen gleichzeitig mit der Schwefelsäure zusetzte.e Danach 
kochte er noch 30 Sekunden. 

Oppler fand durch seine Untersuchungen im Gegensatz zu Bang, 
daß kein konstantes Verhältnis zwischen der reduzierten Menge Kalium- 
jodat und dem Glucosegehalt der Analysen vorliegt. Die untersuchten 
Mengen schwanken von 0,545 bis zu 0,027 mg Glucose. Der Verbrauch 
%/ 00-Kaliumjodat pro 0,1 mg Glucose betrug für: 


0,545 mg Glucose 0,278 ccm R/,o0-Kaliumjodat 


0,218 „ » 0253 „ Ge 
0,110 „ » 0,211 „ ep 
0,055 „ a 0,132 „ j 
0,027 „ „ 60119 „ e 


Diesen Untersuchungen zufolge sollte also verhältnismäßig weit mehr 
Kaliumjodat bei größeren Zuckermengen als bei den kleineren reduziert 
werden. Oppler betrachtet daher eine empirische Reduktionstabelle 
als notwendig für die Bestimmung von Glucosemengen nach Bangs neuer 
Methode. 

Wir benutzten seit einiger Zeit in unserem Laboratorium 
Bangs neue Methode ungefähr in der von ihm beschriebenen 
Gestalt, und zwar mit gutem Erfolg. Anläßlich der genannten 
Arbeit von Oppler habe ich eine umfassendere Durchprüfung 
der Methode unternommen, teils an reinen Dextroselösungen, 
teils an Blut mit Zusatz von Dextrose. 

Die Analysen fanden statt in genauer Übereinstimmung mit 
dem von Bang angegebenen Verfahren. In einem 100 ccm 
Erlenmayerschen Kolben wurden 2ccm N/,o-Kaliumjodat, 
2ccm Alkalilösung, 13 ccm von der Salzlösung sowie die zu 
analysierende Menge Glucose abpipettiert. Aus einem Koch- 
kolben wird im Laufe einer bestimmten Zeit Wasserdampf durch 
die Flüssigkeit geleitet; nach dem Kochen werden gleichzeitig 
mit einer Unterbrechung der Wasserdampfdurchleitung 2 ccm 
20 volumproz. Schwefelsäure zugesetzt, und nach wenigstens 





1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 109, 57. 
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5 Minuten langem Stehenlassen werden 25 ccm destilliertes 
Wasser, 0,5 ccm 5proz. Kaliumjodid und 2 Tropfen Stärkelösung 
zugesetzt, worauf mit Thiosulfat bis farblos titriert wird. Der 
Umschlag ist, im Gegensatz zu Opplers Angaben, sehr scharf, 
und ein Nachblauen tritt erst nach längerem Stehenbleiben ein. 

Zuerst wurde die Frage von der Bedeutung der Dauer der 
Kochzeit untersucht. Tabelle I enthält die Resultate der Unter- 
suchungen in betreff der Kochzeit. 


Tabelle I. 





Kochzeit | Die reduzierte Menge "/ioo-KJO;3 in cem 


1 Min. 0,20 — — 

F a 0.74 0.27 0,31 

dk, Ae 0.95 0,33 0,35 

4 a j 103 0,38 0,38 

5 ` A | 1,06 0,39 0,40 

6 1,06 0,40 0,40 
T i — 0,40 0,39 

8 n — 0,40 0,40 
Dextrose | 0,40 mg 0,15 mg 0,15 mg 


Ki? 


Aus der Tabelle ergibt sich, daß die Reduktion nicht, wie von 
Bang angegeben, nach 4 Minuten langem Kochen aufhört, indem 
man bei fortgesetztem Kochen eine wenn auch nur geringe Ver- 
mehrung des Kaliumjodatverbrauchs findet. Ich benutzte des- 
halb bei meinen Analysen eine Kochzeit von 6 Minuten. 

Was die Kochintensität betrifft, besitzt man ein ausge- 
zeichnetes Maß derselben an der Flüssigkeitsmenge, die per 
Zeiteinheit in Wasserdampf umgewandelt wird. Diese Größe 
findet man durch ein Wägen des Kolbens, in welchem die Wasser- 
dämpfe sich entwickeln. Bei Anwendung einer kräftigen Flamme 
wurden mit dem von mir benutzten Kolben (etwa 11) im Laufe 
einer Stunde etwa 300g Wasser in Dampf umgewandelt. Um 
nun die Bedeutung der Kochintensität zu untersuchen, vermin- 
derte ich allmählich die Gasflamme und untersuchte den Einfluß, 
den dies auf die Analysen ausübte. Erst als ich eine so schwache 
Gasflamme benutzte, daß im Laufe von 1 Stunde nur 155 g Wasser 
in Dampf umgewandelt wurden, wiesen die Analysen einen 
kleineren Verbrauch von Kaliumjodat per Glucoseeinheit auf. 
Diese Untersuchungen zeigen, daß bei Bangs neuer Methode 
die Schwankungen, denen der Gasdruck im Laufe des Tages 
unterliegen kann, von keiner Bedeutung für die Resultate sein 
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werden, wenn man nur fortwährend bei kräftiger Flamme 
kocht. | 

Wenn man die Analysen, kurz nachdem das Wasser im Koch- 
kolben ins Kochen versetzt worden ist, beginnt, wird man in der 
Regel finden, daß die beiden ersten Analysen von den folgenden 
abweichen. Die Ursache davon ist sicher, daß jede Spur von 
Sauerstoff im Kochkolben eine Oxydation des Cuprooxyds be- 
wirken wird. Leitet man nämlich einen schwachen ‚„Luftstrom 
während des Kochens durch den Kochkolben, so wird überhaupt 
keine Reduktion des Kaliumjodates stattfinden, da die hinzu- 
geleitete Luft das gebildete Cuprooxyd oxydieren wird. Um zu- 
verlässige Resultate zu erhalten, muß man daher nach Anfang 
des Kochens 12 Minuten warten, bevor man die Analysen in An- 
griff nimmt. 

Die benutzten Reagenzien werden mit derselben Zusam- 
mensetzung und in derselben Weise, wie von Bang angegeben, 
hergestellt. Namentlich muß man bei der Herstellung des Ka- 
liumjodates und der Salzlösung schr genau achtgeben. Das Ka- 
lumjodat muß, wie von Bang angegeben!), durch Oxydierung 
von Kaliumjodid mit Permanganat hergestellt werden. Man 
stellt eine schwachsaure ?/, „Lösung her, die sich lange Zeit 
hindurch unverändert erhält, was ich Gelegenheit hatte zu unter- 
suchen. Man darf sich keineswegs auf die im Handel vorkommen- 
den: Präparate von Kaliumjodat und Kaliumbijodat verlassen, 
da dieselben sehr oft verunreinigt sind und sehr bedeutende 
Fehler in den Resultaten ergeben können. | 

Zur Salzlösung kann man technisches Kaliumchlorid 
benutzen, das durch Umkrystallisation gereinigt wird. Eine große 
Rolle spielt auch die Reinheit des benutzten Uranylacetates. 
So fand ich bei 2 Reihen von Analysen, wo das Uranylacetat. 
zwei verschiedenen Handelspräparaten entnommen worden war, 
die aber im übrigen in derselben Weise ausgeführt worden waren, 
ganz verschiedene Resultate: der Kaliumjodatverbrauch pro 
0,1 mg Glucose betrug in den beiden Fällen 0,265 ccm und 
0,30 ccm "/,.0-Kaliumjodat, also eine Differenz von etwa 15%. 

Daß das Uranylacetat Unreinheiten enthalten kann, darauf 
hat Bang aufmerksam gemacht, indem er mitgeteilt hat?), 


1) L Bang, Mikromethode zur Blutuntersuchung, S. 36. 
2) Diese Zeitschr. 87, 272. 
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daß das Uranylacetat mitunter jodbindende Stoffe enthält und 
dann gereinigt werden muß, am besten durch Umwandelung 
in Chlorid, durch Erhitzung und Eindampfen mit Salzsäure. In 
meinen Fällen kann indessen von solchen jodbindenden Stoffen 
nicht die Rede gewesen sein, da sie in dem Falle auch auf die 
Blindanalyse ihren Einfluß ausgeübt haben müßten, was nicht 
der Fall war, indem diese in den beiden Fällen dasselbe Resultat 
ergaben. Man hat eher an Unreinheiten zu denken, die bei der 
Reduktion des Kupferoxyds katalytisch wirken. Ich versuchte 
nun, das verunreinigte Uranylacetat zu reinigen, indem ich es 
in Ammoniak löste und mit Salzsäure fällte. Es zeigte sich, daß 
dies einfache Verfahren eine hinreichende Reinigung darstellte, 
indem die mit den beiden Uranpräparaten ausgeführten Analysen 
nun dasselbe Resultat ergaben. Diese Untersuchungen zeigen, 
daß das Uranylacetat vor der Benutzung in der beschriebenen 
Weise gereinigt werden muß. 

Bang hat, wie erwähnt, Uranylsalze als Fällungsmittel für 
Albuminstoffe benutzt. Hagedorn und Normann-Jensen!) 
haben es als bedenklich betrachtet, Uranylsalze anzuwenden, 
da Uranylsalze in alkalischer Flüssigkeit bei Vorhandensein von 
Traubenzucker in Uranosalze umgewandelt werden. Ich habe 
daher untersucht, inwiefern das Vorhandensein von Uranylsalzen 
in der Flüssigkeit auf das Resultat der Analysen einen Einfluß 
ausübt. Dies ist nicht der Fall. In 2 an derselben Dextroselösung 
ausgeführten Reihen von Analysen, bei denen ich in der einen 
eine Salzlösung der gewöhnlichen Zusammensetzung, in der 
anderen dieselbe Salzlösung, aber ohne Uran anwandte, erhielt 
ich genau dasselbe Resultat. Etwas anderes ist es, daß man, 
wenn man die gewöhnlichen Reagenzien, jedoch mit Ausschluß 
des Kupfers, benutzt, bei Vorhandensein von Dextrose einen 
größeren Verbrauch von Kaliumjodat finden wird als in der 
Blindanalyse. Diese Reduktion ist indessen nur gering. Wenn 
das Vorhandensein des Uranylacetats also keinen Einfluß auf 
das Resultat der Analysen ausübt, rührt das sicherlich davon 
her, daß die Glucose bei gleichzeitigem Vorhandensein von Kupfer 
und Uranylsalzen nur das Kupfer angreift. 


1) H. C. Hagedorn og B. Normann - Jensen, Om kvantitativ 
Bestemmelse af minimale Glukosemængder, særling 1 Blod. Ugeskr. f. 
Læger 1918. 
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Sämtliche Resultate einer Reihe an wässerigen Glucose- 
lösungen angestellter Analysen sind in Tabelle II angegeben. Die 
Glucosemengen schwanken zwischen 0,56 mg und 0,02 mg. 

Es wurden 4,22ccm des angewandten Thiosulfats zur Ti- 
tration von 2ccm ”/iw- KJO; gebraucht. In die Reihe wurde 
nach jeder 5. Analyse eine Blindanalyse eingeschaltet, und der 


Tabelle II. 






























Thiosulfat zur Titration Bedugzierte 

Glucose der restierenden Thlosulfat in De n) eœ- KJO, pro 

Kaliumjodatmenge Se UM- ETEA 0,1 mg Glucose 
com gerechnet Se | ccm 
0,98 0,464 | 1,489 1 0,266 
0,56 1,00 0,474 | 1,479 | 0,264 
1,40 0,663 1,290 0,269 
0,48 | 1,42 0,673 | 1,280 0,267 
| 1,88 0,891 1,062 0,266 
0,40 | 1,89 0,896 1,057 0,264 
| 2,09 0,990 0,963 0,268 
0,36 | 2,12 1,005 0,948 0,263 
| 2,33 1,104 0,849 0,265 
e | 2,33 1,104 0,849 0.265 
| 2,55 1,209 0,744 0,266 
0,28 2,53 1,199 0,754 0,269 
' 2,80 1,327 0,626 0,261 
024 | 2,77 1313 Ä 0,640 0,267 
| 3.00 1,422 0,531 0,266 
o2 o 3,00 | 142 0,531 0,266 
| 3,10 1,469 0,484 0,269 
018 . 3,12 149 | 047 0,263 
3,24 1,536 | 047 0,261 
0,16 3,22 | 1526 ; 0,427 0,267 
3,30 |1564 ; 0,389 0,259 
0,15 | 3,97 ' 1,550 | 0,403 0,269 
3,45 | 1685 | 0,818 0,265 
0,12 3,45 | 1635 0,318 0,265 
3,56 | 1,687 0,266 : 0:266 
0,10 3,56 ' 1,687 0,266 | 0,266 
3,62 1,716 0,237 0,263 
0,09 3.61 ı m 0.242 | 0.269 
3,67 1,740 0,213 0,266 
0,08 3,68 | 1,744 0,209 0,261 
3,72 ` Log 0,190 0,271 
0,07 3.74 1,772 0,181 0,259 
3,77 | 1,787 0,166 | 0,277 
0,06 3,78 | 1,792 0,161 | 0,268 
3,85 1,825 0,128 | 0,256 
0,05 3,84 | 1,820 0,133 ` 0,266 
3,89 ` Lët 0,110 Ä 0,275 
0,04 3,90 1,848 0,105 ! 0,262 
| 3.95 | 1,872 0,081 | 0,270 
0,03 3,96 1,877 0,076 ` 0,253 
4.01 1,901 | 0052 ' 0,260 
0,02 4.00 1,895 ' 0,058 | 0,290 
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Durchschnitt des Minderverbrauchs von ?/,.-Kaliumjodat be- 
trug in den Blindanalysen 0,047 ccm. Es wurden für jede Dex- 
trosemenge überall Doppelanalysen ausgeführt, aber die beiden 
Analysen des gleichen Glucosegehalts wurden nie unmittelbar 
nacheinander ausgeführt. Aus der Tabelle ergibt sich, daß die 
beiden Analysen des gleichen Glucosegehalts die ganze Reihe 
hindurch genau übereinstimmen. 

Untersucht man sodann, wie groß der Verbrauch von "/io 
Kaliumjodat pro 0,1 mg Glucose ist, so findet man als Mittel 
sämtlicher Analysen 0,265 ccm "/ „-Kaliumjodat, und die Einzel- 
bestimmungen weisen die ganze Reihe hindurch nur sehr kleine 
Abweichungen von diesem Wert auf; natürlicherweise müssen die 
Abweichungen am größten sein bei den kleinsten Mengen, aber 
auch hier sind sie nicht bedeutend. Die Analysen bestätigen also 
völlig Bangs Angabe: daß sich bei der neuen Methode ein 
konstantes Verhältnis zwischen der reduzierten Ka- 
liumjodatmenge und der Glucosemenge findet. 

Wenn man bei den Analysen einen Verbrauch von p cem 
nio- Kaliumjodat pro 0,1 mg Glucose findet und die Blindver- 
suche einen Verbrauch von n cem "/ „-Kaliumjodat aufweisen, 
wird man die Glucosemenge in einer Analyse, wo a cem Dlieg: 
Thiosulfat zur Titration der restierenden Kaliumjodatmenge ver- 
braucht werden, nach der folgenden bereits von Bang angegebenen 
Formel 
20 -n—a 

p 


berechnen können, welche Formel die Dextrosemenge in "lun mg 
Dextrose angibt. 

Für die Größe p hat Bang, wie erwähnt, den Wert 0,28 ccm 
n/oo-Kaliumjodat gefunden, während ich bei meinen Unter- 
suchungen einen Wert von 0,265 ccm fand. Die Ursache davon 
kann ich nicht angeben; es rührt indessen nicht davon her, daß 
ich eine längere Kochzeit benutzte als Bang, da dieser Umstand, 
wie aus Tabelle I hervorgeht, den Faktor größer machen müßte. 

Das Glucosepräparat, womit die Analysen ausgeführt wurden, 
war Kahlbaums reiner wasserfreier Traubenzucker, zweimal 
mit Methylalkohol umkrystallisiertt. Um einen etwaigen Fehler 
bei der angewandten Glucose auszuschließen, bestimmte ich außer- 
dem den Faktor p durch Benutzung von 2 anderen Präparaten, 





= 
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die beide nach Soxhlet hergestellt waren!); das eine war in un- 
serem Institut hergestellt, das andere war mir gütigst vom Carls- 
berg-Laboratorium überlassen worden. Das eine Präparat er- 
gab als Durchschnitt von 16 Analysen den Faktor 0,266, das 
andere als Durchschnitt von 12 Analysen 0,265. Da ich somit 
bei allen 3 Präparaten genau übereinstimmende Resultate erhielt, 
ist der gefundene Faktor 0,265 ccm "/,.-Kaliumjodat, unter den 
von mir benutzten Bedingungen, als richtig zu betrachten, 


Oppler benutzte, wie erwähnt, ein etwas anderes Verfahren als ich, 
indem er erst das Jodat gleichzeitig mit der Schwefelsäure nach dem Kochen 
zusetzte und sodann noch !/, Minute kochte. Ich habe einen Vergleich an- 
gestellt zwischen diesem Verfahren und dem von mir befolgten, und bei 
derselben Kochzeit mit den beiden Modifikationen unter sich überein- 
stimmende Resultate erzielt, wie auch von Bang angegeben wird. Der 
Unterschied zwischen den von Oppler angeführten Resultaten und den 
meinigen liegt also weder am Unterschied zwischen den Kochzeiten noch 
an den verschiedenen Verfahren. 

Oppler benutzt zur Berechnung der Glucose die Formel?): x = 
((2,00 + n)—-a]. f, wo n den ca. R/,oo-Thiosulfatverbrauch in Kubik- 
zentimetern im Blindversuch a bei Gegenwart von Glucose, umgerechnet 
in ®/,oo-Jodsäure, und fden reziproken Wert der pro Milligramm Glucose er- 
forderlichen Jodatmenge in Kubikzentimetern bedeutet. Mit anderen Worten: 
der Blindverbrauch ist hinzuaddiert statt von den zugesetzten 2 ccm 
n/io0-Kaliumjodat subtrahiert zu werden (vgl. obenstehende Formel nach 
Bang). Daß es sich nicht um einen Druckfehler handelt, davon habe ich 
mich überzeugt, indem ich die reduzierte Kaliumjodatmenge nach den 
von Oppler angegebenen Zahlen berechnete und fand, daß Oppler die 
obenstehende Formel zur Berechnung der verbrauchten Kaliumjodat- 
menge und somit den Faktor f die ganze Reihe hindurch benutzt hat. 
Natürlicherweise wird man keinen konstanten Jodatverbrauch pro Glucose- 
einheit in der gesamten Reihe finden können, wenn man diese irrtümliche 
Formel benutzt. Ich muß indessen bemerken, daß die unübereinstimmenden 
Resultate von Opplers und meinen Untersuchungen nicht allein auf der 
Benutzung der genannten Formel beruhen können. 


Bei meinen Untersuchungen über Blut mit Zusatz von Glu- 
kose wurde erst die Reduktion des Blutes selbst bestimmt, und 
darauf stellte ich 5 Mischungen von Blut und Glukoselösung her. 
Von jeder von diesen 5 Mischungen wurden 5 Proben auf Filtrier- 
papier auf einer Torsionswage abgewogen, und diese Proben wur- 
den analysiert. Von der reduzierten Menge Kaliumjodat wurde 





IF Soxhlet, Journ. f. prakt. Chemie 129, 224. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 109, 64. 





208 S. A. Holbell: 


der Wert der Eigenreduktion des Blutes subtrahiert (die Ana- 
lysen wurden an demselben Tag ausgeführt, an dem die Reduk- 
tion des Blutes bestimmt worden war), und darauf wurde die re- 
duzierte Menge Kaliumjodat pro 0,1 mg von der zugesetzten 
Glucosemenge berechnet. Die Resultate finden sich in Tabelle III. 


Tabelle II. 












Zugesetzte Verbrauchte ccm ?/1ee-Kaliumjodat 
i mg Glucose pro | pro 0,1 mg Glucose der zugesetzten 
| 100 mg Mischung oo 












0,266 | 0,272 | 0,263 | 0,273 | 0,270 













2 Dog 0,39 0.267 | 0.269 | 0259 | 0.267 | 0.264 | 0.265 
3. Kë 0,37 0,262 | 0,267 | 0,261 | 0,268 | 0,272 | 0,266 
. nan | ox 0.268 | 0,266 | 0.266 | 0,260 | 0,266 | 0,265 
5. o 0,15 0,263 | 0,276 | 0,257 | 0,275 | 0,273 | 0,269 








Die Resultate zeigen, daß man auch hier nahezu den- 
selben Kaliumjodatverbrauch pro !/,, mg Glucose ohne Rücksicht 
auf die Glucosemenge findet, und daß diese Größe sozusagen die- 
selbe ist wie bei der reinen Glucoselösung gefunden; man muß 
daher auch bei der Bestimmung von Glucose im Blut die bei 
reinen Dextroselösungen gefundene Größe 0,265 anwenden. 


Das Resultat dieser Untersuchungen hat also die Richtig- 
keit der Prinzipien völlig bestätigt, auf denen Bangs neue Mikro- 
methode zur Bestimmung von Glucose aufgebaut ist, und wie 
von Bang angegeben, findet man ein konstantes Verhältnis 
. zwischen der reduzierten Kaliumjodatmenge und den Glucose- 
gehalt der Analysen. Der Kaliumjodatverbrauch ergab sich bei 
meinen Untersuchungen als 0,265 ccm 2/,o-Kaliumjodat pro 
0,1 mg Glucose, also etwas kleiner als der von Bang angegebene 
Wert (0,28). 

Zur Erzielung dieser Resultate ist indessen erforderlich, 
daß die angewandten Präparate durchaus rein sind; namentlich 
gilt dies vom Kaliumjodat und Uranylacetat, welch letzteres 
durch Lösung in Ammoniak und Fällung mit Salzsäure gereinigt 
werden muß. 

Die Kochzeit muß 6 Minuten lang sein, da die Reduktion erst 
zu dem Zeitpunkt völlig verlaufen ist. Wenn man beim Kochen 
eine kräftige Gasflamme anwendet, werden kleine Schwankungen 
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der Kochintensität ohne Einfluß auf das Resultat der Analysen 
sein. Die Analysen dürfen erst nach 12 Minuten langem Kochen 
beginnen. 

Bei diesem Verfahren erhält man Resultate von sehr großer 
Genauigkeit. 

Es mag geraten sein, bei längerer Arbeit mit der Methode 
ab und zu Analysen von bekanntem Glucosegehalt einzuschalten, 
um sich davon zu überzeugen, daß man den richtigen Kalium- 
jodatverbrauch pro Glucoseeinheit: wiederfindet. 
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Über den Einfluß von CO,-, Cl-, PO,-Ionen auf die Oxy- 
dationsvorgänge im Tierkörper. 


Von 
Richard Bing. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
| schule, Berlin). 


(Eingegangen am 3. November 1920.) 


Bereits im Jahre 1913 wies Zuntz darauf hin, daß die Ein- 
wirkung der Konzentration und Mischung der Ionen bis jetzt nur . 
für die einfachen Verhältnisse der Eizelle erforscht sei und daß 
sich über die Beeinflussung der höheren Organismen a priori aus 
diesen Kenntnissen keine Schlüsse ziehen lassen. Auf seine Ver- 
anlassung übernahm ich im Anschluß an die von Mäder und mir 
experimentell durchgeführten, von Mäder!) veröffentlichten 
Versuche über die Einwirkung der Kationen auf die Oxydations- 
prozesse im Tierkörper, die Aufgabe, die Einwirkung der An- 
ionen zu beobachten. Speziell beschäftigte ich mich mit den 
CO,-, Cl-, PO,-Ionen, weil die Salze der Kohlensäure, Salz- und 
Phosphorsäure ständig normale Be&tandteile des Tierkörpers 
sind, und mir daher eine Beeinflussung* der Oxydationsvorgänge 
im Tierkörper durch Gleichgewichtsstörung der betreffenden 
Anionen von größter Wichtigkeit schien. Die Versuche wurden 
mit demselben Hund und mit denselben Apparaten wie sie von 
Mäder beschrieben sind, vorgenommen. Infolge des Krieges 
verzögerte sich ihre Veröffentlichung. 

In der ersten Fütterungsperiode wurden wie bei den von 
Mäder beschriebenen Versuchen der entaschten Nahrung, be- 
stehend aus 300 Fleisch, 100g Reis und 15g Fett, die Salze, ` 
deren Wirkung zu prüfen war, zugesetzt. Dieser Periode ging 
schon eine lange Fütterung mit salzarmer Kost, unterbrochen durch 





1) Veröff. d. Zentralbl. f. Balneol. 2, H. 1. 
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einseitige Verabreichung einzelner Chloride voran. Näheres 
ergibt sich aus den Mäderschen Tabellen, aus denen zu entneh- 
men ist, daß dem Hund vom 1. März bis 3. März eine Nahrung 
mit kompletter Fleischasche verabreicht war. Dann erhielt er 
vom 5.—10. März zur salzarmen Kost, welche pro Tag nur 0,05 g 
K+ Na und eine Gesamtaschen-Menge von 0,38g enthielt, gegen- 
über einem normalen Gehalt von ca. 3 g Asche des Fleisches allein, 
4g CaCl,; vom 20—23. März 4 g Mel: vom 24.—28. März 4 g 
CaCl,. Am 30. März begann die Fütterung mit dem Carbonat- 
gemisch. Am 4. April wurde der erste Respirationsversuch 
13 Stunden nach der letzten Fütterung ausgeführt. 

Um die Wirkung der Kationen auszuschalten, arbeitete ich 
mit Salzmischungen, die die Metalle K, Na, Ca, Mg an die jeweils 
zu untersuchende Säure gebunden enthielten und zwar 50% des 
Na-Salzes, 25%, des Ca-Salzes, 15%, des Mg-Salzes und 10%, des 
K-Salzes, um so den natürlichen physiologischen Bedinungen 
möglichst nahezukommen. Diese Vorsicht hatten wir bei den 
von Mäder veröffentlichten Versuchen nicht angewandt, und 
möglicherweise ist die geringe Charakteristik der dort veröffent- 
lichten Resultate dem Umstande zuzuschreiben, daß dem Hund 
sämtliche Metalle an Cl gebunden zugeführt wurden. | 

In der ersten Abteilung dieser Periode erhielt der Hund zu 
seiner Nahrung Ae Carbonate zugesetzt. Die Resultate dieser 
Versuche sind aus Tabelle II ersichtlich. Der Sauerstoffverbrauch 
schwankt zwischen 81,23 und 99,53 ccm in der Minute, wenn man 
von Versuch 36 absieht, dessen hohe O,-Zahl sich aus der abnorm 
niedrigen Zahl eines vorhergehenden, hier fortgelassenen Ver- 
suches erklärt. Im Durchschnitt beträgt er 88,3 ccm. Die Koh- 
lensäureausscheidung schwankt zwischen 59,74 und 75,42 und be- 
trägt im Durchschnitt 64,5 ccm. Der respiratorische Quotient 
zeigt als größten Wert 0,80 als kleinsten 0,68, im Durchschnitt 
ist er gleich 0,73. | 

Bei Zusatz der äquimolekularen Menge von 3,2 e Chloriden 
zur Nahrung (Tabelle III) ergaben sich für den O,-Verbrauch 
Werte zwischen 80,13 und 115,1 ccm; Durchschnitt wie vorher 
88,3 ccm, für CO,-Werte zwischen 91,55 und 49,06 ccm, Durch- 
schnitt 64,5 ccm; für den R.-Q.-Maximum 0,80, Minimum 0,67, 
Durchschnitt 0,72. Versuch 41 mußte bei dieser Berechnung ver- 
nachlässigt werden, da sich das Tier während desselben unr"ıhig 
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zeigt, was auch aus der erhöhten Atemfrequenz ersichtlich ist. 
Da er aber sonst brauchbare Resultate zeigt, konnte er in die 
Tabelle aufgenommen werden. 

Auffallend abweichend von allen anderen Versuchen ist de 
Sauerstoffverbrauch im Versuch 44 und 49. Beide sind die ersten 
Versuche des betreffenden Tages, und es ist wohl anzunehmen, 
daß vorangegangene lebhafte Muskeltätigkeit ihren Gaswechsel 
gesteigert hat, obwohl das Tier wenigstens 20 Minuten vor der 
Probenahme ruhig gelegen hatte. Schaltet man diese beiden 
Versuche aus, sinkt der Mittelwert des Sauerstoffverbrauchs um 
3 ccm auf 85,3 ccm, der der Kohlensäure um 1,5 ccm auf 63 ccm; 
der R.-Q. ändert sich nicht merklich. Die hier beobachtete Er- 
scheinung, daß der erste Versuch des Tages einen abnorm hohen 
Wert gibt, wiederholt sich noch einige Male, so in Versuch 62 in 
Tabelle IV, Versuch 74 und 77 Tabelle Va, Versuch 99 Tabelle VI, 
Versuch 114 und 118 Tabelle VIII. Schwach ausgesprochen ist 
dies Verhältnis in Versuch 128, 131, 135 Tabelle IX. Es kann 
sich also kaum um einen reinen Zufall handeln, da ähnliche Ab- 
weichungen des ersten Versuches bei Menschen und Tieren oft 
beobachtet werden (Zuntz, Loewy, Magnus - Levy). 


Bei Verabreichung der entsprechenden 5,3 g Phosphate in 
der Nahrung (Tabelle IV) schwankt der O,-Verbrauch zwischen 
105,5 und 74,84 ccm und beträgt durchschnittlich 85,2 ccm, der 
CO,-Wert schwankt zwischen 79,75 und 51,70 ccm, Durchschnitt 
61,9ccm. Wenn man den wieder abnorm hohen ersten Tages- 
versuch Nr. 62 ausschaltet, sind die Mittelwerte 84,1 für den 
O,-Verbrauch und 60,9 für die CO,-Abgabe. Die Werte des 
R.-@. liegen zwischen 0,76 und 0,68; Durchschnitt 0,72. Bei 
dieser Berechnung mußte von Versuch 73 wegen der abnormen 
Ventilation und Frequenz abgesehen werden. Offenbar war der 
Hund infolge der vielen hintereinander stattfindenden Versuche 
unruhig geworden. 

Mit den bereits von Mäder!) veröffentlichten, hier in Tab. I 
zusammengestellten entsprechenden Werten ohne Salzzugabe 
verglichen, stellen sich diese Zahlen sämtlich als recht niedrig dar. 
Folgende kleine Tabelle der Durchschnittswerte zeigt dies über- 
sichtlich. 


1) a. a. O. S. 49—50. 
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Art des Salzes O, ccm CO, ccm R.-Q. 
salzfrei . . . 2... 95,8 71,3 0,76 
Carbonate . . .... 88,3 64,5 0,73 
Chloride . . . .... 88,3 63,2 0,72 
Phosphate ..... . 85,2 61,9 0,72 


Aus diesen Tabellen ist zunächst ersichtlich, daß die Oxy- 
- dationsprozesse in der salzfreien Reihe gegenüber den Reihen 
unter Salzzusatz gesteigert sind. Während die Sauerstoff- und 
Kohlensäurewerte in den Salzreihen eine gute Übereinstimmung 
zeigen, sind die entsprechenden Zahlen bei salzfreier Kost bedeu- 
tend höher. Die Ursache dieser Erscheinung ist aus den Versuchs- 
reihen nicht ohne weiteres ersichtlich. Möglicherweise werden die 
dargebotenen Nahrungsmittel bei vollkommenem Salzmangel 
langsamer resorbiert, so daß in der 13.—18. Stunde nach Fütte- 
rung eine vollkommene Nüchternheit noch nicht eingetreten ist. 
Dafür spräche auch der erhöhte R.-Q. 0,76 gegenüber 0,72 bis 
0,73 bei Salzgabe. Es könnte aber auch sein, daß der Salzhunger 
als solcher eine Steigerung der Oxydationsprozesse im Körper 
unabhängig von der Nahrungsaufnahme bewirkt. 

Um nun die Wirkung verspätet resorbierter Kohlenhydrate 
unmöglich zu machen und die ausschließliche Anionenwirkung 
zu beobachten, wurden die Versuche der 2. Periode 24 Stunden 
nach der letzten Fütterung, also in einem absolut nüchternen 
Zustand, in dem die Verdauung völlig beendet war, vorgenom- 
men. Das Tier behielt dieselbe Ernährung, wie in den vorher- 
gehenden Versuchen, bei und erhielt 24 Stunden nach Fütterung 
mittels der Schlundsonde eine Lösung, resp. Aufschwemmung 
der Salze in destillierttem Wasser eingegossen. Es wurde mit 
Carbonaten und Chloriden gearbeitet. Die Atemversuche er- 
streckten sich von der ersten bis zur fünften Stunde nach der 
Salzgabe, da in späteren Stunden eine Wirkung nicht mehr be- 
obachtet werden konnte. 

In der ersten Versuchsreihe dieser Periode wurde dem Hunde 
24 Stunden nach Fütterung eine Aufschwemmung von 4g des 
obenerwähnten Carbonatgemisches in 100 ccm Wasser einge- 
flößt. Die Resultate dieser Versuche gibt Tabelle Vb. Sie zeigt 
ein, wenn auch nicht sehr starkes, so doch deutliches Ansteigen 
des R.-Q. in der zweiten und dritten Stunde nach Salzgabe, so 
auf 0,717 in Versuch 83, 0,724 in Versuch 88. Diese Werte sind 
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sämtlich höher als der höchste für den R.-Q. erreichte Wert 
bei Kontrollversuchen in der gleichen Zeit nach Fütterung ohne 
Salzzugabe, der, wie Tabelle Va, Versuch 78 zeigt, gleich 0,714 
ist. Der Sauerstoffverbrauch belief sich auf 80,08 bis 109,21, im 
Durchschnitt auf 99,2 ccm pro Minute, die ausgeatmete Kohlen- 
säuremenge betrug 62,48—75,44 ccm, durchschnittlich 69,7 ccm. 
Diese Zahlen sind nicht besonders prägnant und bleiben hinter 
den salzfreien Kontrollzahlen, die im Durchschnitt für CO, 
74,4 ccm, für O, 107,3 ccm betrugen, sogar etwas zurück. Es ist 
auch zu bedenken, daß bei diesen Versuchen Durchschnittszahlen 
weniger bedeuten als die einzelnen Versuche nach Stunden ge- 
ordnet. 

Ähnliche Resultate (Tabelle VI) ergeben sich aus den Ver- 
suchen, bei denen dem Hund eine Lösung von 3,2 g Chloriden in 
Wasser 24 Stunden nach Fütterung eingegossen wurde. Auch 
hier ergeben sich in der zweiten und dritten Stunde der Versuche 
Steigerungen des R.-Q. auf 0,796 (Versuch 96), 0,732 (Versuch 101), 
0,744 (Versuch 105). Jedoch traten sie nicht mit derselben Regel- 
mäßigkeit wie bei den Carbonaten auf, so bei den Versuchen 
vom 27. Juli (90,91) gar nicht, bei denen vom 29. Juli (92—94) ist 
es zweifelhaft, da Versuch 93, der wohl durch die hohe Sommer- 
temperatur bedingten abnorm großen Ventilation wegen, nicht 
berücksichtigt werden kann. Im Durchschnitt betrug der R.-Q. 
0,70, was gegen den salzfreien Kontrollwert von 0,69 nicht als 
Steigerung anzusprechen ist. Auffallend ist das starke Fallen 
der CO,-Abgabe und somit des R.-Q. in den Versuchen 96 und 97. 
Der O,-Verbrauch schwankt bei diesen Versuchen zwischen 
87,55 ccm und 102,17 ccm und beträgt im Durchschnitt 95,8 ccm; 
die Kohlensäureabgabe beträgt 61,05—70,00 ccm pro Minute 
schwankt also in ziemlich engen Grenzen; im Durchschnitt be- 
trägt sie 66,5 ccm. Beide Durchschnittswerte, sowie der des 
R.-Q. liegen unter den für Carbonate gefundenen Werten und 
lassen keine sehr charakteristischen Schlüsse zu. Es wurde daher 
darauf verzichtet, unter diesen Bedingungen mit Phosphaten 
Versuche anzustellen und zu einer etwas anderen Versuchs- 
ordnung übergegangen. 

Das plötzliche Ansteigen des R.-Q. einerseits und die geringe 
Durchschnittshöhe andererseits, legten nämlich den Gedanken 
nahe, daß dem, auf diese Weise ernährten Tierkörper 25—30 Stun- 
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den nach Fütterung nicht genügend Reservekohlenhydrate zur 
Verfügung standen, um den R.-Q. dauernd und ohne Rückschlag 
zu erhöhen. Um daher den vermuteten Anioneneinfluß bemerkbar 
zu machen, wurde die Nahrung des Hundes in der Weise geändert, 
daß die bisher verfütterten 15 g Fett durch die kalorisch ent- 
sprechende Menge Kohlenhydrate, nämlich 45g Reis ersetzt 
wurden. Der Hund erhielt also in dieser Periode 300 g Fleisch 
und 145g Reis, beides ausgelaugt. Sonst wurden die Versuche 
wie die der vorhergehenden Periode angestellt, d.h. der Hund 
erhielt die Salzlösungen per Schlundsonde. 24 Stunden nach 
der letzten Fütterung und eine Stunde darauf wurde mit den 
Versuchen begonnen. 

Tabelle VII gibt zunächst die Kontrollversuche, die bei die. 
ser Ernährungsweise ohne Salzgabe in der 23.—26. Stunde nach 
Fütterung gemacht wurden und die einen zwischen 0,65 und 0,72 
liegenden Quotienten zeigen. Zu bemerken ist, daß die Versuche 
106—108 und 112—113 während einer ganz salzfreien Diät ge- 
macht wurden, während Versuch 109-111 in der Carbonatreihe 
vor der Salzeingabe gemacht wurden. Von diesen 3 Versuchen 
haben 2 den höchsten Quotienten 0,72, einer den abnorm niedri- 
gen 0,65. Im Durchschnitt aller Versuche beträgt der R.-Q. 
ganz normalerweise 0,70. Der O,-Verbrauch schwankt zwischen 
80,83 und 91,19ccm pro Minute und beträgt durchschnittlich 
86,9, die CO,-Ausgabe bewegt sich zwischen 55,62 und 62,83, ihr 
Mittel ist 60,9. 

Betrachtet man dagegen Tabelle VIII, die die Wirkung von 
4 g Carbonaten in 100g H,O wiedergibt, so fällt auf den ersten 
Blick der hohe Wert des R.-Q. in fast sämtlichen Versuchen auf. 
Die hohen Werte kommen allerdings vorwiegend den ersten Ver- 
suchen des Tages zu und dürften in der Seite 2 besprochenen Weise 
zu erklären sein. Man wird deshalb eine von Muskeltätigkeit ganz 
unabhängige Steigerung der Wärmeproduktion durch die Carbo- 
nate hier nicht behaupten können. Sieht man von Versuch 114 ab, 
bei welchen wegen der Kürze der Zeit (1 Stunde nach Salzeingabe) 
eine Wirkung noch nicht zu konstatieren ist, so liegt kein Wert 
unter 0,71, während die höchsten Zahlen 0,80— 0,816 (Versuch 127) 
betragen, also für die 25.—27. Stunde nach Fütterung eine ganz 
abnorme Höhe erreichen. Im Durchschnitt von 14 Versuchen 
beträgt der R.-Q. 0,74. Hier kann an eine Erhöhung des R.-Q. 


Über den Einfluß 


R. Bing 





gg» ı D u 9 Le LG ë A Le S GA A RS Sg 3 CL A BB vi wv A e e 
SERSSSESERE ZSSÄSSHSESBERESSERSESEERESE 
BCE BE PETE RE ER EREE ERS EIER FERERR 
D SS SBTERSEATBLBE 5 ge = SS o S e 
E Dia A EEE c a OS eg SR: Se ZE, $ S ge . 2.2 
fe SE S 325 ZS: Q e a m SH 38% E 8 e SZ E ga -EGR 
is 52584 155402325 S e Zoe Sg SG ZS mp SG als 
re 8 D di © Aë D o vi "e o Bn EB dë ef SS e AS E EERE A g 
om ` gei H e a N e . QO © 
SREL CEEREEKEECEIE 
o o e © 2 `D Q GE 2 di e A RO e E = no © 
Zb Gë MSN e LS PE" EB Gë S o m an ei by fu oO E m 
EEEEKERRÉKEKEREGSESEEKKEEESCEECEEKCEKEEE 
‘O lzı9'r | 8zz'e | 92°08 | 39'09 :pruyospomq 
0 {217} | E63 | £8'08 | Soo IL IIX EL! SH 





uer | #2 | mx szlzrı 
gert #7 | ITIX ol It 
get SS | ITIX IT O0 
CH Së | ITIX’2 į 601 
Lg 93 IT IX 'S ' S01 
L'8I | 9 |I IX? t LOI 
L'81 #7 | IIIX7Z d 901 


CR GOOle 
an ls 
t ~ 
oOOO 

ged 

er] 

= 

zt 

00 

Ye} 

er 

ap) 


Po "es 











ws | wo 
pa |, zuənb `, BMI | 
-u | -so 09 -a | ppm | -oyng | umea AN 
| -way | -39 | yoeu 
əsíjeuy vonemga A a u 








‘399,7 UN dnepodsne eau opt ‘Yos Zone :Zunıyen ‘zes "ong Io 
"IA OPAL 


223 


von COz-, Cl-, Bloen auf die Oxydationsvorgänge im Tierkörper. 


189° 


HCH £ 
706 E 


FOOT 
GO E 


18er 


9897 
ech 
SLër 
189'F 


geg f 


0.0'5 | 


ILE'E 
IK? 
OK 
LIëg 
SOL € 
d 


do 


96% € 
99% € 
OK 
SO € 
16% € 
(les 
066 


SO 


UO 


"IO? 


011 





101], OIld 





8177 | 

LEZ Z hg 

1127 Hië 

211 

30.7 

UK Dë | 

LLT nu | 

+507 he | Hz | TI 

SO $ 5/8 | 95 | II 

0117 Z ran Ri 

291% It | Hz | Ti 

611% £ 67 | II 

BEIZ HG | 82 I TI 

9,0% Hut LZ ITI 

280 3 t! Gin 

n oeu | Sum 
Hatt Malz 0046, -YEN 
-U pə WE 
pun)JS 
Bun 

os.(jeuy uoe A men Wée 





— e a nn o oe 


TO: 


:ytuyosyamdq 


-LZ | 11 °IX '9L 221 
*/:93 | IL IX 91 921 
Z 9| Ia 


Dë ol ti Irët 
La | MIX’ ei 


| të 
"IIIA ‘OS | 121 
‘IIIA ‘OS 021 
IOA Oe Ter 
D'A 08 |81 
‘IITA Oé UI 
"IIIA 98 |911 
TA ‘93 IOU 


en = PIT 


“IN 





SL ZGPT “yastapg 300€ :Zuniyen ‘yonsa wap 10A zvy uəzBuoqIe) 3 p uos equänz aa7un IYINLIHAU. [yon IN 


TITA gitgonl 


224 R. Bing: Über den Einfluß 


so starken Schwankungen wie bei den Carbonaten kommt 
(siehe Tabelle IX). Für den RO liegt der tiefste Wert. 
(Versuch 131) bei 0,69, der höchste (Versuch 129) bei 0,76. Bei 
weiten die meisten Versuche, nämlich 11 von 14, haben einen 
Quotienten, der höher als 0,73 liegt und der Durchschnitt beträgt 
0,75, ist also noch etwas höher als bei den Carbonaten. Für den 
O,-Verbrauch ‚liegen die Werte zwischen 81,16 und 97,33; trotz 
dieser scheinbar starken Differenz ist doch gerade bei diesen Ver- 
suchen eine große Stetigkeit zu beobachten, denn von 14 Ver- 
suchen liegen 8 zwischen 86 und 90 ccm pro Minute. Der Durch- 
schnitt beträgt 84,8ccm, liegt also, wenn auch nicht so stark 
wie bei den Carbonaten, so doch auch um Leem über dem salz- 
freien Wert. Für die CO,-Abgabe liegen die Verhältnisse ähnlich 
wie bei den Carbonaten. Die Zahlen schwanken zwischen 58,20 
und 74,88 ccm pro Minute und betragen durchschnittlich genau 
wie bei den Carbonaten 66,3 ccm. Auch hier zeigen die ersten 
Versuche des Tages, speziell Nr. 128, 131, 135 die höchsten Sauer- 
stoffzahlen. 

Endlich wurde in diese Periode auch eine Versuchsreihe mit 
Phosphaten aufgenommen, in der der Hund eine Auflösung von 
5,5g des bekannten Phosphatgemisches 24 Stunden nach Fütte- 
rung per Schlundsonde einbekam. Die Resultate dieser Reihe ent- 
hält Tabelle X. Man sieht, daß auch hier eine beträchtliche Er- . 
höhung des R.-Q. stattgefunden hat. Werte wie 0,77 (Versuch 
144), 0,79 (Versuch 150) 0,78 (Versuch 157), liegen hoch über den 
‚ ohne Salzwirkung gefundenen Nüchternwerten. Im Durchschnitt 

von 16 Versuchen beträgt der Quotient 0,72, liegt also auch hier, 
wenn auch nicht bedeutend, so doch deutlich höher, als der salz- 
freie Nüchternwert. Eine deutliche Erhöhung ist wiederum in 
den absoluten Werten der CO,-Abgabe und O,-Aufnahme zu kon- 
statieren. Dieselben liegen für den O,-Verbrauch zwischen 82,96 
und 95,67 ccm pro Minute und betragen durchschnittlich 90,2 ccm, 
liegen also sogar etwas höher als bei den Carbonaten. Auch hier ist 
eine große Stetigkeit der Zahlen zu konstatieren, da von 16 Versuchen 
10 zwischen 87 und 92 ccm liegen. Die Kohlensäurezahlen liegen 
zwischen 61,48 und 72,5 ccm; ihr Mittel ist 64,9 ccm pro Minute 
und liegt um 4 ccm höher als der mittlere CO,-Wert für die salz- 
freien Kontrollversuche. 

Es läßt sich also, wie aus Tabelle VIII—-X hervorgeht, bei 
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dieser Versuchsordnung eine zum Teil nicht unbedeutende Er- 
höhung des R.-Q. konstatieren. Noch deutlicher als durch die 
oben gegebenen Durchschnittswerte kann das Resultat gezeigt 
werden, wenn man die Werte der CO,-Abgabe, des O,- Verbrauchs 
und des R.-Q. als Durchschnittswert der Versuche, die in der 
gleichen Stunde nach Salzgabe stattgefunden haben, ordnet, wie 
dies in Tabelle XI geschehen ist!). Es ist daraus deutlich zu er- 


Tabelle XI. 











Stunden CO.» Or- 2 
m Sal ` nach an pe ` ea Abgabe | Verbrauch Reg 
ër, Nas ) Na; TI 70,1 95,1 0,74 
1007 a COs4g o o 3 es | ae 0 
25%, Ca 4 64,7 83,5 0,78 
50%, Naz i 1 | 60,6 80,5 0,75 
15%/, Mg | 2 | 680 89,8 0,76 
25%, Ca [ Cls 328 ı 3 ı 657 85,3 0,77 
10%, Ka 4 | 63,4 87,9 0,72 
50%/, Na, HPO, 1 | 64,7 90,9 0,71 
Be | | 

gHPO, [ ” 66,4 89,0 7 
10%/, K,HPO, 4 | ez 90,5 0,69 


sehen, daß bei den Chloriden und Phosphaten ein gleichmäßiges 
Ansteigen und Fallen des Effektes zu beobachten ist, während die 
Wirkung der Carbonate eine mehr sprunghafte ist. Doch ist dieses 
Ansteigen nicht erheblich genug, um daraus sichere Schlußfolge- 
rungen für den Stoffwechsel zu ziehen. Auffällig ist auch in dieser 
Versuchsperiode, sowie gelegentlich auch in der vorhergehenden, 
das starke Ansteigen der Werte für die Verbrennungsprozesse. 
Diese deutliche Stoffwechselsteigerung läßt sich auf Darmbewe- 
gungen, wie etwa bei den Beobachtungen von Mering und Zuntz 
an Kaninchen?), nicht zurückführen, da hierzu die verabreichten 
Salzmengen zu gering waren. Vielmehr muß an eine direkte 
Stoffwechselwirkung der zirkulierenden Salze gedacht werden, 
in Übereinstimmung mit den Resultaten von Lehmann nach 
direkter Injektion von Sodalösung in die Venen?). 

Die Einwirkung der Salzgabe auf den Organismus, Erhöhung 
des R.-Q. und des Verbrennungsprozesses hat sich in fast allen 

1) Bereits veröffentlicht. Siehe Zentralbl. f. Balneol. 6, 333 ff. 


23) Arch. f. d. ges. Physiol. 32, 173. 
3) Tagebl. d. Magdeburger Naturforscherversammlung 1884, S. 186. 
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Fütterungsperioden nachweisen lassen. Überblickt man jedoch 
sämtliche Versuche, so zeigt sich viel deutlicher als die Beein- 
flussung des Energieumsatzes durch einzelne, dem Körper zu- 
geführte Salze der Einfluß eines länger dauernden Salzmangels. 
Derselbe erhöht die Verbrennungsprozesse in ganz unzweifel- 
hafter Weise. Es tritt dies zunächst schon bei Betrachtung von 
Tabelle XII, welche die vorher besprochenen Resultate als Mittel- 


Tabelle XII. 


Mittelwerte der CO,-Abgabe, des O,-Verbrauches (beides pro kg 
und = und des R.-Q. nach Versuchsperioden geordnet. 





























Salzfrei Carbonate Chloride Phosphate 
ez O: |R.-Q.[CO.| Oe |R.-Q.|C0;| Oe 
E Periode H bës 0,76 13,17/4,57| 0,73 13,06 |4,28| 0,72 |3,05,4,13| 0,72 
II. Periode |3,76|5,39 0,73 3,47 4.94 0,70 3,31 4,70 0,70 
DI. Periode 0,70 3,37|4,62 0,76 3.344,42 0,74 3,43|4,76| 0,72 






































werte zusammenfaßt, in Erscheinung. Der dort an erster Stelle 
aufgeführten Reihe salzfreier Versuche geht bereits eine Zeit 
von einem Monat voraus, währenddessen das Tier teils vollkom- 
men salzfrei, teils nur mit CaCl, resp. MgCl, gefüttert war. Noch 
stärker war der Salzmangel bei Versuchsreihe Va, wo das Tier 
seit 31/, Monaten keine Nahrung mit normalen Salzen erhalten 
hatte. Nur zeitweise waren Chloride von Ca und Mg gegeben 
worden. Dazu kamen in den Versuchsreihen II—IV für je wenige 
Tage die Gemische der wichtigsten Kationen abwechselnd an CO,, 
Cl und P,O, gebunden. In Reihe Va beträgt der O,-Verbrauch 
5,39ccm prokg. Der salzfreien Reihe VII gehteine mehrmona- 
tiche Ernährung mit normalem salzhaltigen Futter voraus; infolge- 
dessen haben wir einen Verbrauch von nur 4,62 ccm pro kg. 
Das Ergebnis dieser Versuche, daß der Erhaltungsbedarf des 
Tieres bei Salzmangel erheblich über die Norm gesteigert ist, 
tritt auch sehr prägnant hervor, wenn wir die Reihe der Mäder- 
schen Versuche unter dem gleichen Gesichtswinkel betrachten. 
Da im Laufe dieser Versuche das Gewicht allmählich von 18 kg 
bis über 26 kg gestiegen ist, benutzten wir die auf das Kilogramm 
Körpergewicht berechneten O,-Werte. Sie betragen für Versuche 
52—64 bei Zugabe von Fleischknochenasche zum salzfreien ` 
Futter im Durchschnitt 4,5l ccm O, pro kg und Minute. Noch 
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etwas niedriger ist der Mittelwert der unter gleichen Bedingun- 
gen stehenden 5 Versuche 122—126!) mit 4,28ccm O, Diesen 
Zahlen kommt der Wert 4,26 ccm meiner Tabelle VII bei salzfreier 
Kost, der aber lange normale Ernährung vorausgegangen war, 
nahe; ist aber auch doch schon sichtlich erhöht. 

Wie in diesem Fall ist auch in Mäders Versuchsreihe 65—71 
bei salzfreier Kost wenige Tage nach der Periode mit Fleisch- 
knochenasche ein Ansteigen von 4,51 auf 4,74 vorhanden. Die 
in meiner Tabelle I reproduzierten Werte zeigen dann schon 
eine weitere Erhöhung des Verbrauchs auf 4,93 ccm. Endlich be- 
trägt in meiner Reihe Va, in der ein Salzhunger am längsten ge- 
dauert hatte, der Verbrauch 5,39 ccm. Im Vergleich zum Mittel 
der normalen Mäderschen Reihen 52—64 und 122—126 mit 
4,39 ccm O,-Verbrauch pro kg beträgt die Steigerung in dieser 
letzten Reihe 23%. 

Die Schädigung durch den Salzmangel, welche sich in der 
Steigerung des Energieverbrauches ausspricht, wird teilweise, 
aber nicht vollkommen repariert, wenn die wesentlichen Kationen 
in Verbindung mit einem einzigen Anion dem Tiere zugeführt 
werden. So sehen wir nach Tabelle I im Mittel der Tabelle II—IV 
den Sauerstoffverbrauch von 4,93 ccm auf 4,28 resp. bei Phos- 
phaten 4,13 absinken. Ebenso nach Reihe Va von 5,39 auf 
Carbonateingabe bis 4,94, auf Chloride bis 4,70 absinken. Dieser 
deutlichen Wirkung einer partiellen Befriedigung des Salzhungers 
gegenüber kommt die geringe Steigerung des Verbrauches in den 
Tabellen VIII—X nach Carbonaten, Chloriden und Phosphaten 
gegenüber VII nicht ernstlich in Betracht. Es ist sogar möglich, 
daß die Steigerung nicht Effekt der in diesen Reihen verabreich- 
ten Salze ist, vielmehr darauf beruht, daß die Verarmung des 
Tieres an dem normalen Ionengemisch eine fortschreitende ist. 

Als wesentliche Ergebnisse meiner Versuche in Kombination 
mit den Mäderschen möchte ich folgende Sätze aufstellen: 

1. Bei Salzmangel steigen die Oxydationsprozesse, also der 
Energiebedarf des Körpers im Zustande absoluter Ruhe er- 
heblich. 

2. Wenn es dem Körper an Salzen fehlt, ist der R.-Q. in der 
13.—22. Stunde nach einer kohlenhydratreichen Mahlzeit höher, 


1) Zeitschr, f, Balneol, 6, 327. 
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als wenn mit der Nahrung das normale Kationengemisch zuge- 
führt war. 

3. Eine Zufuhr des Kationengemisches in vollkommen nüch- 
ternem Zustande erhöht den R.-Q. für einige Stunden nicht un- 
erheblich. Dies dürfte daher rühren, daß ein Teil der im Körper 
noch vorhandenen Kohlenhydraten an Stelle von Fett verbrannt 

Die letztgenannte Tatsache könnte für die Heilwirkung al- 
kalischer Quellen bei Diabetes in Betracht kommen, um so mehr, 
als die Dosen, welche sich hier wirkungsvoll erweisen, den bei 
Trinkkuren aufgenommenen Salzmengen etwa entsprechen. 


Chemische und biochemische Untersuchungen über das 
Nervensystem unter normalen und pathologischen Be- 


dingungen. 
VIII. Mitteilung. 


Beitrag zur chemischen Zusammensetzung des Gehirns bei 
Dementia praecox. 


Von 


Giacomo Pighini. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium des Psychiatrischen Instituts 
in Reggio Emilia.) 


(Eingegangen am 8. November 1920.) 


Ich berichte über die Ergebnisse der an acht Gehirnen aus- 
geführten chemischen Analysen bei Fällen von „Dementia 
praecox“, welche kurz vor dem Kriege in Angriff genommen und 
teilweise jetzt zu Ende geführt wurden. Die Arbeitsmethode ist 
dieselbe, wie ich schon in den früheren Veröffentlichungen dies- 
bezüglich angegeben habe!): das von Sigmund Fränkel vor- 
geschlagene Verfahren der fraktionierten Extraktion der zer- 
riebenen Hirnmasse. 

Nach eingehenden vergleichenden Arbeiten über den Wert 
und die praktische Brauchbarkeit der verschiedenen Methoden 
zur chemischen Analyse des Nervengewebes — welche ich auf 
neue Versuche mit neuen Lösungsmitteln ausgedehnt habe, wo- 
von ich vielleicht noch besonders berichten werde — konnte ich 
mich überzeugen, daß die Methode Frä n kels diejenige ist, welche 
sich heute zu vergleichenden Analysen am ehesten eignet. Ich 
habe daher die schon bei früheren Untersuchungen von Gehirnen 
angewandte Methode in Fällen von progressiver Paralyse beibe- 


1) Diese Zeitschr. 46, 45. 1912 und 63, 304. 1914. 
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halten; und ich nehme mir vor, sie anzuwenden oder sie anwenden 
zu lassen weiterhin bei Gehirnen von Epileptikern, Pellagra- 
kranken, Senilen (und evtl. bei anderen Geisteskrankheiten). Ich 
glaube daher zu einem gewissen Ziele zu gelangen, wenn ich die 
Ergebnisse vergleiche und eine Parallele zwischen zahlreichen 
Untersuchungen ziehe, welche uns wenigstens die ersten charak- 
teristischen Unterschiede zwischen gesunden und pathologischen 
Gehirnen zeigen, und möglichst zwischen verschiedenen Erkran- 
kungen dieser letzteren. Jeder Zweig der Wissenschaft hat immer 
die Entwicklung genommen, daß er von groben Unterschieden 
ausging, um dann in seinem Fortschritt zu immer feineren 
Unterschieden der Elemente zu gelangen, mit denen er sich 
beschäftigt. Diesen Weg hat auch die normale Chemie des 
Nervensystems durchlaufen, um zu den bemerkenswerten Kennt- 
nissen zu gelangen, die man jetzt erreicht hat; und mit den 
gleichen Richtlinien beginnt jetzt die pathologische Chemie 
ihren Weg. . 

Mit der fraktionierten Extraktion der Nervensubstanz 
mit Lösungsmitteln, welche nach und nach bekannte Gruppen 
ihrer organischen (vorwiegend lipoiden, und anorganischen 
Komponenten trennen, sind wir heute imstande, den Prozentsatz 
jener Komponenten in dem normalen Gewebe und ihre eventuellen 
pathologischen Veränderungen anzugeben. Eine solche Unter- 
suchung sollte, wenn auch nur als bloße Orientierung, ausgeführt 
werden, wobei wir die Methode befolgen, die Fränkel allmäh- 
lich bereits Ergebnisse gab hinsichtlich der Unterscheidung der 
verschiedenen Edukte (wie sich Thudichum ausdrückt) des 
normalen Gehirns und ihrer Extraktionen möglichst in dem Zu- 
stand, den sie, wie wir vermuten, in dem Gewebe haben. 

Wie ich schon in der vorhergehenden Arbeit diesbezüglich 
berichtet habe, gibt die zuerst mit Aceton, (welches auch als 
Dishydratans dient), dann mit Petroläther, Benzol, Alkohol 
und Äther fraktionierte Extraktion des Gehirns, innerhalb be- 
schränkter Grenzen, für die einzelnen Extrakte konstante Ge- 
wichtswerte. Wenn man jedoch unter ihnen vergleichende 
Ergebnisse erhalten will, ist es nötig, die Untersuchung immer 
auf bestimmte Teile des Gehirns auszudehnen, da es ja bekannt 
ist, wie die chemische Zusammensetzung des Neuraxis von 
Sektor zu Sektor verschieden ist. Ich und Carbonne zuerst, 
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dann ich allein, arbeiteten immer an einer Gehirnmasse mit 
einem Gewicht von etwa einem halben Kilogramm, indem wir 
eine Hemisphäre auswählten, am liebsten die rechte Hemisphäre, 
welche vorher von der Hirnhaut und den bezüglichen Gefäßen 
gereinigt wurde, darauf durch eine Fleischmaschine ging und 
gewogen wurde. Bei identischem Material führte ich auch einige 
Analysen von normalen Gehirnen aus, wobei ich Werte fand, 
welche ein wenig von den Durchschnittszahlen Fränkels ab- 
weichen und sich denen nähern, die Linert für das Gehirn allein 
gab. Das erklärt sich dadurch, daß Fränkel mit einem großen 
Extraktor gearbeitet hat, welcher verschiedene Gehirne insgesamt 
umfaßte, und daher Teile der Neuraxis in ihrer Zusammensetzung 
prozentual verschieden hatte. Auf Grund dieser für normale 
Fälle gesammelten Tatsachen werden wir fortfahren, die even- 
tuellen quantitativen Unterschiede der pathologischen Gehirne 
hervorzuheben. 

Ich habe für die chemische Arbeit das Gehirn von .acht 
an Dementia praecox erkrankten Individuen ausgewählt, 
welche in verschiedenen Phasen der Krankheit standen, alle je- 
doch im Zustande von schon bemerkenswerter Dementia und 
danach von vorgeschrittener Krankheit des Organes. Zwischen 
diesen ist ein Fall (der erste) von plötzlichem Tod bei einem 
Individuum, welches sich in einem ausgesprochenen Zustande 
von psychischer Auflösung befand. Ich habe immer die rechte 
Hemisphäre für die chemische Analyse gewählt; die linke, das 
Kleinhirn, der Bulbus und das verlängerte Mark sind ebenfalls 
für histologische Nachforschungen aufbewahrt worden, über 
welche später berichtet werden wird, wobei die Ergebnisse der 
chemischen Arbeit verglichen werden. 

Ich fasse die Geschichten der einzelnen Fälle zusammen 
und sammle in der ersten Tabelle die Ergebnisse der fraktionierten 
Extraktion. Ich will hinzufügen, daß jede einzelne Extraktion 
— wie in den vorhergehenden Fällen von progressiver Paralyse — 
im Soxhlet (bei elektrischer Erwärmung) während drei aufein- 
ander folgenden Tage weiter ausgeführt wird. In der zweiten 
Tabelle fasse ich die Menge Phosphor und Schwefel, welche in 
jedem einzelnen Extrakt gefunden wurde, in drei einzelnen 
Fällen zusammen (Methode Veraschung von Kaliumnitrat und 
Natriumcarbonat und Behandlung der Lösung: für Phosphor 
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mit Ammoniakmolybdat und dann mit Magnesiamischung und 
Wiegen des Pyrophosphates; für Schwefel Fallung mit Barium- 
chlorid und Wiegen des Sulfates). Diese Daten können als Ver- 
vollständigung für eine methodische Untersuchung dienen. 
welche in der Folge im Vergleich mit gesunden Gehirnen wird 
ausgeführt werden können. 


Fall 1. T. Friedrich, 35 Jahre alt. Er wurde in die Irrenanstalt 
Quarto am 27. Mai 1905 in: Alter von 25 Jahren einzelicfert, wo er An- 
zeichen von Geistesstörunz zufwi-s mit Manien, Stereotyyien, Delirien. 
Er trat in diese Irrenanstalt im Dezember 1913 ein und zeigte ein kli- 
nisches Bild von Dementia praecox im ausgeprägten Zustand von Dementia. 
Ruhig, aber mit ein wenig Ausbruch von Heftigkeit und Ruhelosigkeit 
von kurzer Dauer. Körperlich im mittelmäßigen Ernährungszustand. 
Als er am Morgen des 13. II., 9? 4, in der Abteilung zusammen mit den 
Kameraden war, erhob er sich vom Sitz, wurde blaß, fiel nach hinten- 
über, ohne ein Wort zu sprechen. Die Krankenwärter stellten plötzlichen 
Tod fest. 

Gehirn: Hart, ein wenig dick, klebend längs des Randes der Gehirn- 
hemisphäre. Venöse, geschwollene und mit Blut angefüllte Gefäße. Leichte 
Blutüberfüllung der Pia. Atrophie der Stirnwindungen. Die Ventrikel er- 
scheinen verkleinert, die Höhlung aufs geringste reduziert. Nichts Be 
merkenswertes auf dem Boden des 4. Ventrikels. Die Marksubstanz ist 
blutarm. Das Gehirn wiegt 1341 g. 

Epikrisis: Plötzlicher Tod mit Status thymico-Iymphaticue. 

Fall 2. N., Angelo, 24 Jahre alt, von San Pietro am Matisone. Er 
wurde nach hier Anfang des Jahres 1915 aus der Irrenanstalt Udine im 
Zustande von ausgesprochener Dementia überliefert. Er bot anfangs Er- 
scheinungen von seelischer Erregung dar, kam dann in die Tuberkulosen- 
abteilung, wo er starb. 

Gehirn: Leichte Trübung der Pia. Gehirnsubstanz blutarm. Gehirn- 
gewicht 1145 g. 

Epikrisis: Lungenverkäsung. 

Fall 3. Di S., Rosa, 18 Jahre alt. Die Mutter und ein Bruder earen 
im Irrenbaus. Zwei Jahre vorher fing sie an Zeichen von Geistesverwirrung 
zu äußern (Delirien, stumpfsinniges Benehmen, Sitophobie), deshalb wurde 
sie in der Irrenanstalt untergebracht, wo sie als mit Dementia praecox 
behaftet erkannt wurde, die dann schnell in Stumpfsinn ausartete. Nach 
viermonatlicher Krankheit an spezifischer Lungenverschleimung starb sie 
an Lungenschwindsucht. 

Gehirn: Reichlich Flüssigkeit unter der harten Gehirnhaut. Gehirn- 
windungen abgeplattet und atrophisch in den vorderen Lappen (Vorder- 
kopf). Die lateralen Ventrikel verengt. Die Gefäße sehr mit Blut an- 
gefüllt, insbesondere in der weißen Substanz und auf dem Boden des vierten 
Ventrikels. Gehirngewicht 1150 g. 

Epikrisis: Lungen- und Pleuratuberkulose. 
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Fall 4. Di P., Oscar, 32 Jahre alt. Erblich stark belastet (die Mutter 
ist im Irrenhaus). Als Student am Musikkonservatorium zu Neapel fing 
er mit 24 Jahren an, an den Studien das Interesse zu verlieren, gegen den 
Vater Abneigung zu äußern, seltsame und lebhafte Taten zu begehen 
(schlug z. B. den Vater auf der öffentlichen Straße und trat in Neapel 
in ein Uhrmachergeschäft, wo er drohte, die Fensterscheibe zu zerbrechen 
und den Inhalt herauszuschleudern). Er wurde im Mai 1908 ins Irren- 
haus geschickt, äußerte dort Verfolgungswahnideen, Halluzinationen, legte 
apathisches Benehmen an den Tag, dann und wann von Phasen psychischer 
‚Aufregung unterbrochen. Er starb nach kurzer akuter Darmkrankheit. 

Gehirn: Pia leicht getrübt. Die Windungen atrophisch, anämisch, 
die Rindensubstanz rosiggrau, spiegelnd, besonders das Vorderhirn. Der 
Bulbus hyperämisch mit erweiterter Vene auf dem Boden des vierten 
Ventrikels, auf dem Dorsalkern des Vagus. Hirngewicht 1320 g. 

Epikrisis: Akute Darmentzündung. 

Fall 5. C., Maria, 38 Jahre alt. Sie trat in die Irrenanstalt von Pave- ` 
rano im Alter von 22 Jahren ein und äußerte Anzeichen von übermäßiger 
Freude mit Ideenflucht, Geschwätzigkeit, gesteigertem Bewegungsdrang. 
Nach einigen Monaten folgte eine Phase von besonderer Ruhe mit Nieder- 
geschlagenheit und Schlaffheit, und es begannen Manieren während des 
Sprechens und im Ton der Stimme sich zu äußern. Sie wurde auch nega- 
tivistisch. In diese Irrenanstalt im Jahre 1911 übergeführt, zeigte sie schon 
Zeichen von vorgerückter psychischer Schwäche mit Stereotypien, Manieren, 
Zenksucht. Sie starb an Marasmus im Anschluß an typhöse Ansteckung. 

Gehirn: Pia getrübt, die Windungen atrophisch, die seitlichen Ven- 
trikel erweitert, die Tela choroidea hydropisch. Die Gefäße überfüllt auf 
den Kernen der Basis. Hypophysis 0,37 g. Epiphysis 0,12g. Gehirn- 
gewicht 1075 g. 

Fall 6. B., Antonio, 39 Jahre alt. Er trat ins Irrenhaus von Quarto 
im Alter von 30 Jahren mit Verfolgungswahnideen und Gehörhalluzinationen. 
Von da ab schritt das Delirium, sich weiterentwickelnd, fort, und die 
Psyche nahm immer mehr Dementiacharakter an. Er starb an akuter 
Darmentzündung. 

Gehirn: Pia ein wenig getrübt. Schnittflächen der Hemisphären 
glänzend, Substanz graurosa.. Blutarmut. Hypophysis klein (0,54 g). 
Zirbeldrüse groß (0,30 g). Gehirngewicht 1510 g. 

Fall 7. T., Josef, 31 Jahre alt. Er wurde als Soldat im Dezember 1918 
in die Irrenanstalt eingeliefert. Hier zeigte er Verwirrungsanfälle und 
äußerte Verfolgungswahnsinn mit seelischem Zusammenbruch, der zur 
Dementia führte. Er ist Ende Februar 1919 an Grippe mit Lungenent- 
zündung gestorben. 

Gehirn: Blutüberfüllt. Pia ein wenig getrübt an den Stirnlappen. 
Ausgesprochene Pacchionische Granulationen. Gebirngewicht 1367 g. 

Fall 8. E., Giovanni, 27 Jahre alt, Soldat. Mehrere Male wurde er 
in die psychiatrische Abteilung an der Front eingeliefert, wo er Trübung 
des Gedächtnisses äußerte, Täuschungen und Halluzinationen, Gedanken- 
verwirrung mit phantastischem Inhalt, psychischer Übertreibung hatte. 
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Als er hier im Dezember 1918 eintrat, schien er ruhig, aber verwirrt und 
irre. Er ist im April 1919 an Nierenentzündung nach Influenza gestorben. 
Gehirn: Ausgesprochene Pacchionische Flecke. Pia normal. Reich- 
liche Gehirnflüssigkeit. Oberfläche der Rindensubstanz normal; die Sub- 
stanz fest, spiegelnd. Der Bulbus und die Brücke mit Blutandrang. Der 
Locus cinerius grauschwarz. Die Hypophysis klein, Gewicht 1370 g. 

Die Prüfung der gesammelten Daten hat zu folgenden zu- 
sammengefaßten Schlüssen geführt: Der wässerige Inhalt des 
Gehirns ist vermehrt. Außer in dem Fall I, bei plötzlichem Tod, 
überragt in den anderen der Prozentsatz Wasser das normale 
Mittel von 76—77 und erreicht in einem Fall (3) 1,82%. 

Bei den anderen Prozentsätzen ist es nötig, getrennt die- 
jenigen zu betrachten, welche sich auf die bearbeitete frische 
Masse und diejenigen, welche sich auf die gesamte Trockensubstanz 
beziehen. Die ersten — da die Trockensubstanz fehlend ist — 
nähern sich mehr den normalen Werten und geben hier das 
direkte Maß der Abweichungen; die anderen betonen diese Ab- 
weichungen. Besonders auf die Prozentsätze der frischen Sub- 
stanz gestützt, heben wir hervor, daß, unter all den Fraktionen, 
der Acetonextrakt derjenige ist, welcher sich quantitativ dem 
normalen am meisten nähert. In ihm jedoch überragt die 
Fraktion des grauen Cholesterins, und oft in bemerkenswerter 
Weise, die Fraktion der anderen mit jenem Solvent extra- 
hierten Substanzen (ungesättigten Phosphatiden — Leukopoliin 
— usw.); daraus muß man schließen, daß das Cholesterin in 
relativer und absoluter Zunahme in dem größeren Teile dieser 
Gehirne ist (in sechs von acht, da die Fälle 3 und 4 normale 
Werte haben). 

Die anderen Fraktionen zeigen alle geringere Prozentsätze 
als in der Norm. Während jedoch in dem Petrolätherextrakt die 
Verminderung nicht sehr stark ist, besonders wenn man zum 
Vergleich den normal in derselben Weise bearbeiteten Fall be- 
trachtet, so stellt sie sich in dem Benzolextrakt als die größte 
dar, und zwar in allen analysierten Fällen. Der Proteinrückstand 
erscheint auch leicht in der frischen Substanz vermehrt; sehr 
bezeichnend ist seine prozentuale Zunahme in der Trockensub- 
stanz, im Vergleich zu der Verminderung des Lipoidmaterials. 
Die alterierten quantitativen Verhältnisse der Lipoidfraktionen 
im Vergleich zu der normalen gehen gut aus der Tabelle III 
hervor, wo ihre Prozentsätze im Vergleich zu der gesamten 
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Lipoidsubstanz berechnet sind. In dieser ist die Cholesterin- 
fraktion vorherrschend, während die der ungesättigten Phos- 
phatide (II. Acetonfraktion und Petrolätherfraktion) um die 
normalen Werte schwanken, und die nachfolgenden Fraktionen 
— Benzol-, Alkohol-, Äther- — alle sehr niedrige Werte zeigen. 
Die Summe dieser drei letzten zeigt deutlich eine Verminderung 
im Vergleich mit den normalen. 

Aus der Gesamtheit dieser Daten resultiert nun, daß in den 
geprüften Gehirnen der an Dementia praecox Erkrankten 
gefunden wird: 

a) eine Zunahme an Wasser; Ä 

b) ein Inhalt an Cholesterin normal oder scheinbar 
mehr als normal; ` 

c) eine mäßige Abnahme an ungesättigten Phosphatiden 
(Fraktion des Leukopoliinextraktes aus dem Aceton und des 
Cephalinextraktes aus dem Petroläther), welche von 20 bis 35% 
variiert ; 

d) eine bemerkenswerte Abnahme der gesättigten Phos- 
phathide, Cerebroside, Sphingogalaktoside usw. (Benzol-, Alkohol-, 
Ätherfraktion), welche sich um 50% herum bewegen. 

e) eine scheinbare prozentuale Zunahme von Protein- 
rückstand. 

Ich habe die prozentuale Zunahme des Cholesterins und 
der Proteinsubstanzen (denen das Wasser hinzugefügt werden 
könnte) in der frischen hemisphärischen Hirnmasse scheinbar ge- 
nannt, indem ich mich auf die statischen Bedingungen des ge- 
sunden Gehirns beziehe, von welcben auch in derselben Masse 
vor der Krankheit hätte nachgeprüft werden sollen. Alle diese 
geprüften Hirne — es macht nur das sechste eine Ausnahme — 
stellen ein niedriges Gewicht dar, niedriger als die mittleren 
Zahlen, welche die AA. mit 1350—1400 für den Mann berechnen, 
mit 1220—1250 für die Frau. Auch das Aussehen der Gehirn- 
windungen, besonders der vorderen, zeigt vielfach die Anzeichen 
der Atrophie. Ich glaube nun nicht, daß man die Hypothese 
vernachlässigen darf, daß der langsam entartete Gehirnprozeß 
nach und nach die Substanz solcher Gehirne wesentlich herab- 
gesetzt hat, und damit ihr Gewicht. Da sich ergibt, daß solche 
Herabsetzung ein Verlust der obengenannten Lipoide ist, so 
können die anderen Konstituenten in situ in ihrer ursprünglichen 
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Menge geblieben sein. Damit würde sich ihre scheinbare Zu- 
nahme im Vergleich zu dem gegenwärtigen Gewicht der be- 
arbeiteten Masse erklären. Ich neige zu dieser Auffassung hin, 
da es mir gewagt erscheint, eine Zunahme an Proteinsubstan?. 
und an Cholesterin einzuräumen, die von außen in das Gehirn- 
gewebe gekommen sein sollten. 


Die gemachten Feststellungen erlauben uns, ganz sicher zu 
behaupten, daß das Gehirn der an Dementia praecox Ge- 
storbenen in der ausgesprochenen Phase der Krankheit und mit 
klinischen Anzeichen von Dementia, eine anormale chemische 
Beschaffenheit darstellt mit genügend einheitlichen Unterschieden 
vom physiologischen Typus. Diese Resultate konnten nach den 
aus der pathologischen Anatomie in diesen letzten Zeiten ge- 
machten Feststellungen erwartet werden; sie bestätigen das 
histologische Datum in vollem Umfang. Die Feststellung von 
verbreiteten lipoiden Abbauprodukten in der Rinde und der 
weißen Substanz der Hemisphären der an Dementia praecox 
Erkrankten, eingeschlossen in den gangliären, gliären und me- 
sodermalen Zellen, und angehäuft in den Perivasalräumen ` 
(Sioli, Alzheimer, Montesano usw.), die große Anhäufung 
der amöboiden Zellen (Alzheimer), zeigen schon zur Genüge 
den pathologischen Charakter dieser Gehirne. Die chemische 
Prüfung sagt uns, wie in der Tat das Gewebe markante 
Veränderungen erlitten hat und an seinen wichtigsten Kon- 
stituenten verarmt ist, als da sind die Phosphatide und Cere- 
broside. . 

Wir haben daher genügend Gründe zu behaupten, daß diese 
Krankheit wirklich entartete organische Krankheit des 
Gehirns ist, und um so mehr jene Theorien zu verwerfen, welche 
mit ungerechtfertigter Beharrlichkeit wiederkehren, und. diese 
Krankheit als eine funktionelle hinstellen möchten. 

Die beim mikroskopischen Studium der Krankheit bisher 
angewandten histochemischen Methoden haben die Lipoid- 
produkte der Zersetzung nicht unterschieden, welche durch sie 
augenscheinlich werden. Eine solche Untersuchung ist in unserem 
Laboratorium im Gange und wird mit den verschiedenen Methoden 
durchgeführt, welche schon bei ähnlichem Studium der progressiven 
Paralyse angewandt wurden und worüber im folgenden berichtet 
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werden wird. Es ergibt sich sonach auch hier, wie bei den Ge- 
hirnen der Paralytiker, ein augenscheinlicher Widerspruch zwischen 
dem Lipoidreichtum des histologischen Präparates und der Lipoid- 
armut der chemischen Analyse. Die Erklärung hierfür muß 
in der Tatsache gesucht werden, daß die Lipoidkomponenten 
des Nervengewebes sich in ihm in solchem Zustande von Emulsion 
und Zusammenhang mit den Proteiden befinden, daß sie sich in 
ihren gewöhnlichen chemischen Reaktionen nicht offenbaren. 
Es genügt dagegen, daß ein autolytischer oder ein entarteter 
Prozeß dazwischenkomme, damit sich spezifische Reaktionen 
zeigen, um so das Maß der Lipoidolyse des Gewebes zu geben. 
Und dies geschieht in der aseptischen Autolyse und in den ent- 
arteten Krankheiten des Nervenleidens. Das Gewebe dagegen 
kann nun zu einer partialen Verarmung seiner Lipoidkomponenten 
kommen, wenn es auch nach der histologischen Prüfung reichlich 
versorgt erscheint. Dasselbe, was ich bei der progressiven Paralyse 
fand und wir jetzt auch in der Dementia praecox feststellen, 
ist auch in der Dementia pellagrosa konstatiert, wo neben 
den entarteten Vorfällen die chemische Prüfung in analoger 
Augenscheinlichkeit Verminderung an Lipoiden bringt (Voegt- 
lin und Koch). 

“ Unsere Gehirne zeigen mithin in allen acht geprüften 
Fällen eine mehr oder weniger ausgeprägte lipoide Entartung. 
Wenn wir den Typus dieser chemischen Veränderung mit jenen 
augenscheinlich in der progressiven Paralyse festgestellten ver- 
gleichen, so finden wir hier viele Ähnlichkeit: beim Betrachten 
der bearbeiteten Masse finden wir, hier und da, prozentuale 
Zunahme an Wasser und Proteidsubstanz, Zunahme — oder 
fast normale Werte — an Cholesterin, Abnahme der anderen 
Lipoidprodukte. Unter diesen letzteren findet man jedoch 
einen bemerkenswerten Unterschied in den zwei Krankheiten. 
Während in der progressiven Paralyse die Abnahme der die 
ungesättigten Phosphatide enthaltenden Fraktionen vorherrscht 
(Teil des Leukopoliin in dem Acetonextrakt und dem Petroläther- 
extrakt, welches zum größten Teil aus Cephalin besteht), herrscht 
in der Dementia praecox die Abnahme der anderen, über- 
wiegend der gesättigten Phosphatide, der Cerebroside, der 
Sulfatide enthaltenden Fraktionen vor. Die größere Ab- 
nahme von 20 und 50%, welche wir in den beiden Lipoid- 
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gruppen bei diesen letzten Krankheiten finden (in bezug 
auf die frische Substanz), wird in der progressiven Paralyse 
invertiert, indem man oft einer Herabsetzung der 50% 
der Cephalinfraktion begegnet. Diese Unterschiede stimmen 
auch mit dem überein, was Koch und Mann bei Anwendung 
ihres technischen Untersuchungsprozeses am Gehirn solcher 
Kranken in Evidenz gebracht haben: nämlich eine bemerkens- 
werte Abnahme von Lipoidphosphor in der progressiven Paralyse, 
und eine Abnahme von Lipoidschwefel, besonders von neutralem 
Schwefel in der Dementia praecox. Wenn man die Gruppe des 
neutralen Schwefels als intermediäres Glied der Kette der 
Schwefelverbindungen betrachtet, welche durch allmähliche 
Oxydationen aus den Proteiden zu Lipoiden übergehen (und 
von diesen zu dem anorganischen Schwefel), so erklärt ihre Ab- 
nahme auch die Abnahme des Lipoidschwefels, und findet Be- 
stätigung in der Abnahme der die Sulfatiden enthaltenden Fraktion, 
wie sie sich uns ergibt. 

Auch in der Pellagra (in allen Fällen von Dementia pellagrosa) 
finden Voegtlin und M. Koch, mit der analytischen Methode 
von W. Koch und S. Mann, ähnliche Resultate: Zunahme von 
Wasser, Abnahme der Phosphatide, Cerebroside und Sulfa- 
tiden, Zunahme von Cholesterin in dem Kleinhirn und Rücken- 
mark, leichte Abnahme in dem Gehirn. 

Um die Bedeutung dieser Unterschiede zu schätzen, ist es 
nötig, sich zu vergegenwärtigen, daß die Neuraxis eine chemisch 
verschiedene Konstitution hat, welche sich in jedem Teile sowohl 
anatomisch als funktionell unterscheidet. Die weiße und graue 
Substanz, die Hemisphären, die zentralen Gruppen, das Gehirn, 
das Mark, die Nerven zeigen alle quantitative Differenz in ihren 
verschiedenen Lipoidbildungen (Linnert): deshalb muß man, 
wenn der eine oder vielmehr der andere dieser Teile erkrankt, 
bei der groben Gesamtprüfung wenigstens irgendeine quantitative 
Differenz zwischen einer und der anderen Krankheit nachweisen. 
Die Kenntnisse, welche wir jetzt über die spezifische chemische 
Zusammensetzung jedes Segments einerseits und anderseits über 
die Verteilung der anatomischen Verletzung haben, sind so 
verstümmelt und unvollständig, daß es nicht angebracht ist, zu 
versuchen über eine Übereinstimmung zwischen den Resultaten 
der chemischen Analyse und dem anatomisch-klinischen Bild 
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der Krankheit zu diskutieren. Ich beschränke mich daher darauf, 
die groben quantitativ nachgeprüften Differenzen festzustellen 
und die Hypothese auszusprechen, daß sie, bei jeder Krankheit, 
in Beziehung zu den Veränderungen bestimmter Teile — oder 
bestimmter histologischer Elemente — des Gewebes stehen. 

Im Falle der Dementia praecox würde in der Annahme, 
daß bei den Hemisphären die graue Substanz angegriffener ist 
als die weiße, die chemische Analyse genügend auf diesen Einwurf 
antworten, da ja die graue Substanz weniger reich an nichtge- 
sättigten Phosphatiden ist als die weiße, und jene Phosphatide 
sind es gerade, welche bei diesen Kranken — zum Unterschied 
mit der progressiven Paralyse und der Pellagra — sich weniger 
angegriffen ergeben als die gesättigten Phosphatide, Cerebroside 
und Sulfatide. Dagegen hat man bei der letzteren Krank- 
heit, wo die weiße Substanz an dem pathologischen Prozeß so 
großen Anteil nimmt, ein umgekehrtes Verhältnis. Ich wiederhole 
jedoch, daß diese Betrachtungen im Vergleich zu tieferen und 
ausgedehnten Untersuchungen provisorischen Wert haben. 


Als Folgerung aus diesen letzten Untersuchungen werde ich 
einen kurzen Kommentar über die entarteten Veränderungen 
des menschlichen Gehirns hinzufügen, welche sich aus den 
jüngsten Arbeiten der angewandten Chemie an diesem Organ 
ergeben. Besonders als Unterschied in den einzelnen Prozent- 
sätzen an Lipoiden finden wir in der Dementia praecox einen 
Typus von Veränderung, welcher mit jenem in der progressiven 
Paralyse gefundenen zusammenfällt und sich wenig von jenem 
entfernt, welchen die beiden Amerikaner, mit anderen ana- 
lytischen Methoden, in der Dementia pellagrosa finden: d.h. 
Zunahme von Wasser, Zunahme — oder unveränderte Menge — 
der Proteide, Abnahme der Lipoide. Da sich in allen diesen 
Gehirnen, mehr oder weniger vorgerückt, die Zeichen der Atrophie 
und des verminderten Gewichts wiederfinden, so kann die an 
der Dementia praecox gemachte Erörterung bezüglich jener 
Zunahme auch für die anderen Krankheiten wiederholt werden. 
Es bleibt nun, wie weiterhin festgestellt ist, die Abnahme der 
Lipoide, die Lipoidolysis.. Unter diesen nun zeigen die eigent- 
lichen Lipoide gegenüber dem krankheitserregenden Agens ein 
anderes Verhalten als das Cholesterin. Dieses hat Neigung in 
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dem Gewebe ungefähr in den ursprünglichen Mengen zu bleiben, 
während jene nach und nach abnehmen mit dem Fortschreiten 
des pathologischen Prozesses. Es scheint, daß sie sich von ihren 
Mischungen und zusammengesetzten Lipoproteiden trennen, 
sich mit dem Wasser emulgieren und inmitten der histologischen 
Elemente und der Perivasalräume die bekannten myelinischen 
anisotropen Tropfen bilden, welche nach und nach von den 
amöboiden und granulosen Zellen verdaut werden — wie Alz- 
heimer will — bis zur Entleerung in den Kreislauf. Wenn 
nun das Gehirn einen pathologischen Prozeß, der es zu den 
klinischen Zeichen von Dementia führt, erleidet — wie es in den 
betrachteten Krankheiten geschieht — so dürfte es notwendig 
die oben beschriebenen Veränderungen seiner chemischen Zu- 
sammensetzung erfahren. Das ergibt sich aus unseren bis hierher 
geführten vergleichenden Untersuchungen und findet insofern 
Übereinstimmung mit anderen Angaben, als außer in der Pellagra, 
von verschiedenen Autoren auch in anderen entarteten Formen 
dasselbe festgestellt wurde, was wir hier zum Vergleich mit unseren 
Analysen wieder zur Erinnerung angeben wollen, nämlich: 
Zunahme an Wasser, Abnahme der Lipoide, ausgenommen 
des Cholesterins, finden Smith und Mair, Mott und Barratt 
in dem Gehirn und im Mark der Hemiplegiker, Udransky in 
den an Tollwut gestorbenen Hunden; Abnahme der phosphorierten 
Lipoide finden Mott und Halliburton in den in wallerianischer 
Entartung befindlichen Nerven, finden Koch und Rirdole 
im Gehirn der durch experimentale Beri-Beri ataktisch gewordenen 
Tauben und schließlich Cianio in dem Neuraxis dieser mit 
glasiertem Reis genährten Tiere. 

Aus diesen ersten, obwohl kurzen, unvollständigen und 
wenig zahlreichen Analysen ergibt sich doch eine gewisse 
Übereinstimmung von Resultaten, auf welche ich die Auf- 
merksamkeit lenken möchte, damit andere fortfahren und die 
Untersuchung ausdehnen. Dieser Typus der chemischen Ver- 
änderung des Gehirns, welches wir „lipoidische Degeneration‘ 
nennen können, kann in allen Gehirn- und Rückenmarkkrank- 
heiten gegenwärtig sein, welche degenerativen Charakter haben 
und welche zum klinischen Bild der Dementia und Paralyse 
führen. Wir wissen, wie schon Alzheimer mit Recht be- 
hauptet, daß das Gehirn seine spezielle Art zu erkranken 
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habe, welche sich in der mikroskopischen Prüfung bei ähnlichen 
histologischen Veränderungen in den Zuständen der intensiven 
psychischen Veränderungen offenbart, unabhängig von der 
geistigen Krankheit, von der sie Episode sind. „Wir finden in 
der gleichen Krankheit rein verschiedene anatomische Bilder, 
wenn wir akute und chronische Zustände untersuchen, während 
sich im Gegenteil Analysen der ausgesprochenen Überein- 
stimmung bei den verschiedensten Krankheiten begegnen, wenn 
es sich um pathologische Prozesse von gleicher Intensität handelt.“ 

Nun haben bei den betrachteten Krankheiten — besonders 
bei progressiver Paralyse und Dementia praecox, welche wir 
vergleichend bearbeitet haben — diese Gehirne, bis sie den 
psychischen Zustand von Dementia erreicht haben, gewisse. 
„pathologische Prozesse gleicher Intensität“ durchgemacht, und 
in diesem Falle ausgesprochener Intensität, und sie werden deshalb 
histologisch übereinstimmende und verwandte Bilder zeigen. 
Die chemische Analyse bestätigt diese Übereinstimmung und 
gibt uns die ersten Lichtstrahlen über die Art, wie sich dieses 
Organ in seiner Zusammensetzung während dieser Stadien 
ändert. 
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Untersuchungen über Ursachen von Variationen in der 
Reaktion des normalen menschlichen Urins. 


Von 
Julius Holló. 


(Aus der I. internen Klinik der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 9. November 1920.) 


Der menschliche Harn reagiert dem Blutplasma gegenüber 
sauer; die Niere hat also die Fähigkeit, beim Zubereiten des 
Harnes Alkalien im Blute zurückzuhalten. Da aber die H’- 
Konzentration im Urin erfahrungsgemäß die Größe von 120 »- 10-7 
nicht übersteigt, so muß dieses Alkali aus den Salzen jener 
schwachen Säuren abgespalten werden, deren Reaktion diese 
Grenzen nicht überschreitet. Ein Maß für Menge sowie auch 
Neutralisationsgrad dieser Säuren erhält man durch zwei Titra- 
tionen des Urins, einmal bis zu einer bestimmten schwach 
alkalischen Grenze (Phenolphthalein), ein zweites Mal bis zu einer 
bestimmten schwach sauren Grenze (Alizarin). 

Unter den Salzen dieser reaktionsregulierenden Säuren 
spielen Phosphate die Hauptrolle. Im Blute kreisen dieselben 
zum größten Teil (*/,) in Form des sekundären Salzes; im Harne 
dagegen überwiegt das primäre Salz. Es wurde bisher auf Grund 
von Erfahrungen über den Einfluß der Kostform auf die Urin- 
reaktion angenommen, daß die Niere beim Zurückhalten . des 
einen Natriumäquivalentes des sekundären Phosphatsalzes aus- 
schließlich durch teleologische Gesichtspunkte der Reaktions- 
regulation beherrscht wird. Um die Richtigkeit dieser Voraus- 
setzung zu prüfen, haben wir dem Organismus auf intravenösem 
Wege Lösungen von sauren und alkalischen Phosphaten zuge- 
führt und den vor und nach der Injektion produzierten Urin 
auf die erwähnte Weise titriert. Es hat sich dabei gezeigt, daß 
der Zuwachs an alkalibindenden (sauren) bzw. säurebildenden 
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(alkalischen) Salzen nicht nur durch die Reaktion des Angebotes 
bestimmt wird, sondern durch andere, nachfolgend angeführte 
Umstände mit bedingt wird. 


Technisches : Zubereitung der Phosphatlösungen. 


Die Phosphatlösungen wurden aus einer Phosphorsäurelösung von 
bekanntem spezifischen Gewichte durch Neutralisation mit Natronlauge 
hergestellt. Als „alkalische“ Phosphatlösung verwenden wir eine solche, 
die mit Phenolphthalein einen schwach rosa, als „saure‘‘ eine solche die 
mit Alizarin einen beginnenden hellbraunen Farbenton gab. Wir benutzten 
die Lösungen in einer Konzentration, bei welcher 20 ccm Flüssigkeit 1,5 g 
Bi enthielt. Die Lösungen wurden mit frisch destilliertem Wasser her- 
gestellt, sterilisiert aufgehoben und kurz vor Gebrauch nochmals sterili- 
siert. Wir gaben immer 20ccm = 1,5g P,O, pro dosi intravenös und 
baben dabei nie die geringsten Unannehmlichkeiten erlebt. 


Die Titration des Urins. 


10 oder 5ccm Urin (je nach der Konzentration) werden in einem 
Erlenmeyerkolben auf 100 ccm verdünnt. Von jeder Urinportion werden 
vier solche Verdünnungen gemacht, zwei davon mit einigen Tropfen 
Phenolphthaleinlösung, zwei andere mit einigen Tropfen EE 
versetzt. Titriert wurde mit "/,-Natronlauge bzw Salzsäure. 

Der Endpunkt der Titration wurde durch Vergleich mit unseren 
durch die entsprechenden Indicatoren versetzten sauren bzw. alkalischen 
Phosphatlösungen ermittelt. Die Alizarintitration haben wir aus tech- 
nischen Gründen so vorgenommen, daß wir die mit bekanntem Säure- 
überschuß versetzten Urinportionen mit Lauge zurücktitrierten. Die in 
unseren Tabellen angezeigten Werte von „verbrauchter Lauge“ bzw. „ver- 
brauchter Säure‘ sind immer auf die ganze Urinportion umgerechnet und 
in a/,-Kubikzentimeter angegeben. Die verbrauchte Säure entspricht den 
ausgeschiedenen alkalischen, die verbrauchte Lauge den ausgeschiedenen 
sauren Salzen. 


Versuchsanordnung. 


Wir haben uns — nach manchem Probieren — über die Brauchbar- 
keit folgender Versuchsanordnung überzeugt. 

Es wurde nur mit Personen von gesunden Zirkulationsorganen und 
uropoetischem System experimentiert. Wir haben unter ständiger Kon- 
trolle und nur mit verläßlichen Menschen gearbeitet; wegen der besseren 
Möglichkeit eines exakten Urinsammelns haben wir nur Männer verwendet. 
Die Untersuchungsperson bekommt nach ihrer gewöhnlichen Abendmahl- 
zeit bis zu Ende des Versuches weder zu essen noch zu trinken und ver- 
bringt die ganze Versuchszeit zu Bett liegend. Punkt 7 Uhr morgens wird 
die Blase entleert. Punkt 9 Uhr wird in das Glas Nr. I uriniert. Dieser 
von 7—9 Uhr produzierte Urin entspricht dem adäquaten Teile vor der 
Injektion. Um 9 Uhr erfolgt die intravenöse Injektion. Punkt 11 Uhr 
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wird in das Glas Nr. II uriniert. Dieser von 9—11 Uhr produzierte Urin 
entspricht dem adäquaten Teile nach der Injektion. Damit ist der Ver- 
such zu Ende. Der Normalversuch verlief — natürlich obne Injektion — 
ebenso. 


I. Normalversuche. (Tabelle I.) 

Tab. I bezeugt, daß die Urinproduktion etwas so Labiles, von 
so vielen Inponderabilien Abhängiges ist, daß sie sich durchaus 
nicht mit mathematischer Genauigkeit regulieren läßt. Das Urin- 
volumen unterliegt auch bei strengsten Kautelen unberechenbaren 
Schwankungen und diese Schwankungen verursachen — wie es 
unsere späteren Ergebnisse zeigen — ganz bestimmte Verschie- 
bungen in den Titrationswerten. 

Die aus sämtlichen Versuchen berechneten Durchschnitts- 
werte zeigen jedoch, daß unsere Versuchsanordnung trotzdem 
brauchbar ist. Die kleinen Unterschiede, die sich zwischen den 
Durchschnittswerten der ersten und jenen der zweiten Urin- 
portionen zeigen, sind unbedeutend in Vergleich zu den bedeu- 
tenden Ausschlägen, die nach den Injektionen auftreten. 


II. Versuche mit intravenöser Injektion von sauerem Natrium- 
phosphat (NaH,PO,). (Tabelle II.) 

Sämmtliche Versuche zeigen einen bedeutenden Zuwachs 
in der Ausscheidung der mit Lauge titrierbaren (sauren) Salze. 
Die Schwankungen in den Mengen der alkalischen Salze sind 
dagegen nicht eindeutig; in 9 Fällen zeigen sie Zuwachs, in 
3 Fällen Abnahme. Die Größe der Schwankungen übertrifft 
jedoch nicht jene, die wir auch ohne Injektion, im Normalver- 
suche zu verzeichnen hatten. Auch die Wasserausscheidung 
zeigt sich durch die Injektion unbeeinflußt. 

Die Durchschnittswerte der Versuchsergebnisse lassen sich 
folgend zusammenfassen: 

1. Die Injektion läßt die Menge des ausgeschiedenen Harn- 
wassers unbeeinflußt. (Sie nahm im Durchschnitt um 2. 7%, ab.) 

2. Die Summe der Ergebnisse der beiden Titrationen nimmt 
infolge der Injektion um 108%, zu. Von diesem Zuwachse ent- 
fallen 95% auf alkalibindende (saure), 5. 8%, auf säurebindende 
(alkalische) Salze. r 

Das heißt: das infolge der saueren Phosphatinjek- 
tion ausgeschiedene Plus an titrierbaren Salzen wird 
fast ausschließlich in sauerer Form ausgeschieden. 
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III. Versuche mit intravenöser Injektion von alkalischem Natrium- 
phosphat (Na,HPO,). (Tabelle III.) 

1. Die Injektion läßt die Menge des ausgeschiedenen Harn- 
wassers unbeeinflußt. (Sie nahm im Durchschnitt um 1: 7%, ab.) 

2. Die Summe der Ergebnisse der beiden Titrationen nimmt 
infolge der Injektion um 82% zu. Der absolute Zuwachs 
ist fast gleich groß (5 - 17 ?/,-cm®), wie nach der sauren Injektion 
(5 - 64 n/,-cm®). Von diesem Zuwachse entfallen 90%, auf alkali- 
bindende (sauere), 10%, auf säurebindende (alkalische) Salze. 

Das heißt: trotzdem alkalisches Phosphat injiziert 
wurde, wird das infolge der Injektion ausgeschiedene 
Plus an titrierbaren Salzen zum größten Teil in 
saurer Form ausgeschieden. 


IV. Versuche mit Wassereinfuhr per os. (Tabelle IV.) 

Es schien uns angebracht, die Ergebnisse unserer bisherigen 
Versuche mit einer weiteren Versuchsserie zu ergänzen: 

Wir finden in der Literatur mehrfach erwähnt, daß ver- 
dünntere Urine im allgemeinen alkalischer sind; Henderson hat 
diesen Zusammenhang durch Titration von Urinen verschiedener 
Personen zahlenmäßig nachgewiesen. Auch uns fiel es bei obigen 
Versuchen auf, daß die reichlicheren Urinportionen vorwiegend 
die alkalischeren waren. 

Um die Wirkung der Urinverdünnung auf die Ausscheidung 
von titrierbaren (reaktionsbestimmenden) Salzen in eindeutiger 
Weise studieren zu können, gaben wir Personen mit gesunden 
Zirkulationsorganen und gesundem uropoetischem Apparat, bei 
der schon erwähnten Versuchseinrichtung um 9 Uhr 400 ccm 
O -3proz. NaCl-Lösung zu trinken (Leitungswasser ist nämlich 
alkalisch, destilliertes Wasser ungenießbar), um dadurch eine 
eindeutige Zunahme der Urinwassermenge zu erzielen. 

Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle IV dargestellt. 

1. Während die Menge des Harnwassers um 157 . 5%, stieg, 
stieg die Menge der titrierbaren (reaktionsbestimmenden) Salze 
um 122. 3%. 

2. Davon wurden 95.5% in alkalischer, 4.5% in saurer 
Form ausgeschieden. 

Die Verdünnung des Urins geht also mit einer 
Mehrausscheidung von alkalischen Salzen — wahr- 
scheinlich ausgeschwemmten Phosphaten — einher. 
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Schlußfolgerungen. 


l. Die gesunde Niere antwortet auf die intravenöse Zufuhr 
von Phosphaten mit einer Mehrausscheidung von größtenteils 
sauren Salzen, auch dann, wenn die Zufuhr in Form des 
alkalischen Salzes geschieht. 

2. Das durch Wassertrinken hervorgerufene Plus an titrier- 
baren Salzen wird größtenteils durch die Mehrausscheidung 
alkalischer Salze bedingt. 

Das heißt: hat die Niere (in bezug auf die Phosphate) eine 
Konzentrationsarbeit zu leisten — intravenöse Injektion — so 
scheidet sie mehr saure, hat sie aber eine Verdünnungsarbeit 
zu leisten — Wassertrinken — so scheidet sie mehr alkalische 
Salze aus. 

Vollhard faßt unsere Kenntnisse über die Spezialfunktionen 
der Tubuli und der Glomeruli folgend zusammen: (Mohr-Stähelins 
Handbuch S. 1182) 

1. „Die Glomeruli und die Tubuli scheiden dieselben ge- 
lösten Substanzen, aber in verschiedener Konzentration aus.“ 

2. „Die Sonderleistung der Kanälchen ist die Konzentration.“ 

3. „Die Sonderleistung der Glomeruli ist die Verdünnung.“ 

Auf Grund dieser Zusammenfassung scheint es uns nahe- 
liegend, die Ausscheidung des sauren Urins mit den Tubuli, 
diejenige des mehr alkalischen Urins aber mit den Glomeruli in 
Beziehung zu bringen. 


Zur Chemie der Polysaccharide. 


Von 
M. Samec. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universität Ljubljana.) 
(Eingegangen am 10. November 1920.) 


In einer kürzlich erschienenen Abhandlung!) entwickelten 
E. Herzfeld und R. Klinger eine Reihe von Anschauungen 
über Polysaccharide, welche in einfacher Weise verschiedene 
Umwandlungen einiger Vertreter dieser Stoffklasse erklären 
sollen. Die Ausführungen stehen mit vielen Erfahrungstatsachen 
in Widerspruch, von denen nur einige hier angeführt werden 
mögen. 

1. Die Vorschrift zur Darstellung reiner Stärke durch Er- 
hitzen der stärkehaltigen Pflanzenorgane mit 33proz. NaOH führt 
nicht zur nativen Stärke, sondern je nach der Dauer des Er- 
hitzens und der Art des Fällens zu mehr oder weniger amylosen- 
armen Amylopektin?) oder zw solchen Desagregationsprodukten 
der Stärke, welche sich spontan nicht mehr in das ursprüngliche 
Stärkemolat (Molekülaggregat) aggregieren?).. Die an einem 
solchen Präparat gesammelten Erfahrungen entsprechen nicht 
den Eigenschaften unveränderter nativer Stärket). 

2. Die Fähigkeit mit Jod blaue Farbentöne zu geben ist 
nicht an einem gewissen Dispersitätsgrad der Stärke bzw. ihrer 
Desaggregations- oder Abbauprodukte gebunden), sondern ist 
von einer gewissen Atomgruppierung im Stärkemolat oder Stärke- 


1) Diese Zeitschr. 10%, 268. 1920. 

23) Z. Gruzewska, Journ. de Physiol. et Pathol gén. 14, 7. 1912. 

3) M. Samec, Kolloidchem. Beihefte 8, 33. 1916. 

t) Vgl. Z. Gruzewska, Lo und M. Samec u. F. von Hoefft, 
Kolloidchem. Beihefte 5, 141. 1913. 

8) M. Samec, Kolloidchem. Beihefte 10, 289. 1919. 
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molekül abhängig!). Alle, auf einer anderen Voraussetzung auf- 
gebauten Schlüsse entsprechen nicht den Tateachen. 

3. Formaldehyd vernichtet zwar die Fähigkeit der Stärke, 
mit Jod die bekannten Farbentöne zu liefern, es desaggregiert 
aber die Stärkemolate nicht?). 

4. Es ist allgemein bekannt, daß beim diastatischen Abbau 
der Stärke Maltose, also ein Zucker, entsteht. 

Die Wiederkehr der Fähigkeit, sich mit Jod zu färben, die 
man an bestimmten Dextrinen erzwingen kann, bedeutet nicht 
eine Restitution der Stärkemoleküle, sondern nur die Wiederkehr 
jener Struktureigentümlichkeit, an welche die Fähigkeit zur 
Farbengebung mit Jod geknüpft ist?). 

Da, wie angedeutet, die Hauptargumente E. Herzfelds 
und R. Klingers mit den Beobachtungstatsachen nicht in 
Einklang stehen, müßten ihre Ausführungen einer eingehenden 
Revision unterzogen werden, bevor man sie in den Dienst der 
Polysaccharidchemie übernehmen dürfte. 

1) W. von Kaufmann u. A. Lewite, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 


50, 198. 1917; 52, 616. 1919. 
2) M. Samec u. A. Mayer, Kolloidchem. Beihefte (im Druck). 


Über die Oxydation des Cystins und anderer Aminosäuren 
| an Blutkohle. 


‚ Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 15. November 1920.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Verbrennunsorte in lebenden Zellen sind die Grenz- 
schichten zwischen dem flüssigen Zellinhalt und den festen 
Strukturteilen!). Es läßt sich zeigen, daß viele Stoffe in diesen 
Grenzschichten verdichtet werden. 

Festen Körpern kommt die Eigenschaft zu, Gasreaktionen 
zu beschleunigen?); so wirken Metalle, Quarz, Bernstein, Kohle 
und andere Stoffe auf die Vereinigung von Wasserstoff und Sauer- 
stoff. Faraday?) nimmt an, daß hierbei die Verdichtung der 

_ reagierenden Stoffe an der Oberfläche der festen Körper eine 
wesentliche Rolle spiele; eine Annahme, die dem Rechnung 
trägt, was den chemisch verschiedenartigen, auf die Knallgas- 
reaktion aber gleichartig wirkenden Körpern gemeinsam ist, 
nämlich ihrem Adsorptionsvermögen. 

Die Adsorption aus Lösungen®) — mit der wir es in 
lebenden Zellen zu tun haben — unterscheidet sich von der 
Adsorption aus Gasräumen durch die Beteiligung des Lösungs- 


1) Ergebnisse der Physiologie 14, 253. 1914; Arch. f. d. ges. Physiol. 
154, 599. 1913; ebenda 158, 19 1914; ebenda 158, 189. 1914, Sitzungs- 
ber. d. Heidelberger Akademie I. 1914. 

2) Doebereiner, Ann. de Chimie et de Phys. 24, 91. 1823: 
Dulong und Thenard, ebenda 24, 380. 1823; Calvert, Compt. 
Rend. Paris 64, 1246. 1867. 

3) Faraday, Experimentaluntersuchungen. Ostwalds Klassiker 87, 
21 ff. 

t4) H. Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chemie 57, 385. 1907. 
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mittels an der Adsorption. Wasser verdrängt adsorbierte Gase 
von der Kohleoberfläche. Kohle, die aus Gasräumen große Gas- 
mengen adsorbiert, nimmt aus wässerigen Lösungen nur geringe 
Gasmengen auf, eine Erklärung für die Tatsache, daß wässerige 
Kohlensuspensionen die Vereinigung von Wasserstoff und Sauer- 
stoff nicht merklich beschleunigen. 

Andererseits sind Fälle bekannt, in denen die Adsorption aus 
Lösungen chemische Reaktionsbeschleunigungen bedingt. So 
beobachteten Freundlich!) und Masius, daß eine wässerige 
Oxalsäurelösung in Berührung mit Kohle bei Zimmertemperatur 
unbeständig ist und eine nähere Verfolgung dieser Beobachtung 2) 
ergab, daß die Oxalsäure hier zu Kohlensäure und Wasser 
verbrennt. Es sei bemerkt, daß indifferente Narkotika diese 
Oberflächenoxydation nach denselben Gesetzmäßigkeiten hem- 
men, wie die Verbrennungen in lebenden Zellen. 

Ein zweiter näher untersuchter Fall ist die Oxydation des 
Phenylthioharnstoffs, der nach Freundlich und Bjercke?) 
an der Kohleoberfläche rasch oxydiert wird. Den zeitlichen Ver- 
lauf bestimmt nach den genannten Autoren die Geschwindigkeit, 
mit der der Sauerstoff durch eine Adsorptionsschicht zur Kohle- 
oberfläche hindiffundiert. 

Ein dritter Fall soll in der vorliegenden Mitteilung beschrie- 
ben werden, die Oxydation des Eiweißspaltproduktes Cystin, 
einer beständigen schwefelhaltigen Aminosäure, die durch mehr- 
stündiges. Kochen von Eiweiß mit starker Salzsäure gewonnen 
wird. Bringt man in verdünnte wässerige Cystinlösungen Blut- 
kohle und schüttelt bei 40° mit Luft oder Sauerstoff, so verschwin- 
det die Aminosäure unter Sauerstoffaufnahme, während gleich- 
zeitig Kohlensäure, Ammoniak und Schwefelsäure als Endpro- 
dukte auftreten; das heißt, die Endprodukte der Eiweißver- 
brennung in lebenden Zellen. 

Die Geschwindigkeit dieses Vorgangs ist eine außerordentlich 
große. Vergleichen wir die Geschwindigkeiten der Sauerstoffauf- 
nahme durch 1 g Kohle und durch 1 g eines stark atmenden Ge- 
webes, etwa der Warmblüterleber, so finden wir sie gleich, wenn 
die Kohle mit einer !/,,, molaren Cystinlösung im Gleichgewicht ist. 

1) H. Freundlich, Capillarchemie. Leipzig 1909. S. 163ff. 


2) O. Warburg, Arch. f. d. ges. Physiol. 155, 547. 1914. 
3) H. Freundlich und Bjercke, Zeitschr. f. physik. Chemie 91,1. 1916. 
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Wie Cystin verbrennen viele Aminesäuren an Kohle, bei- 
spielsweise Leucin und Tyrosin. Andere biologisch wichtige 
Stoffe — Zucker, Fettsäuren, Milchsäure, Apfelsäure — sind im 
Vergleich zu den Aminosäuren an Kohle beständig. So nehmen 
kohlehaltige Traubenzuckerlösungen bei 40° keine merklichen 
Sauerstoffmengen auf; dies ist um so auffallender, als Trauben- 
zucker unter andern Bedingungen recht reaktionsfähig ist und 
im Reagensglas unter dem Einfluß von Alkalien!), von Kupfer- 
salzen 2) und von kolloidalem Palladium 3) leicht oxydiert werden 
kann. 

Die Wiedergabe der Versuche zerfällt in folgende Abschnitte: 


I. Methoden. 
II. Bindung des Cystins an Kohle. 
III. Oxydation des Cystins an Kohle. 
IV. Endprodukte der Cystinoxydation. 
V. Einfluß der Temperatur auf die Cystinoxydation. 
VI. Oxydation des Cysteins an Kohle. 
VII. Oxydation des Tyrosins an Kohle. 
VIII. Oxydation des Leucins an Kohle. 
IX. Anhang. 
l I. Methoden. 

L Die verwandte Kohle war Mercks „Tierblutkohle, 
hochwertig, biologisch geprüft“. In wässeriger Suspension bei 
40° mit Sauerstoff geschüttelt, nimmt sie weder Sauerstoff auf, 
noch gibt sie Kohlensäure ab. Verdünnte Salzsäure entwickelt 
nur Spuren Kohlensäure und vermag der Kohle nur Spuren von, 
Ammoniak zu entziehen. Mit Wasser bei 40° extrahiert, gibt sie 
nur Spuren von Schwefelsäure ab. Näheres über die Kontrollen 
findet man bei der Beschreibung der Versuche. 

Kahlbau ms Blutkohle steht in der Wirkung auf die Cystin- 
oxydation kaum hinter dem Merckschen Präparat zurück. Sie 
ist jedoch weniger rein und gibt insbesondere an verdünnte Salz- 
säure merkliche Mengen Ammoniak ab. 

2. Das Cystin war aus Haaren durch Kochen mit Salz- 
säure in der üblichen Weise dargestellt. 0,4545 g, mit Normal- 

1) Mathews, Journ. of Biolog. Chem. 6, 3. 1909. 

2) Mathews und Mc. Guigan, Amer. journ. of physiol. 19, 


199. 1907. 
3) Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 3327. 1914. 
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salzsäure zu 15 ccm aufgelöst, drehten die Polarisationsebene von 
Natriumlicht im 1-Dezimeterrohr bei Zimmertemperatur 6,55° 
nach links. Daraus ergibt sich [a], = — 216°, während E. Fischer 
und Susuki!) unter gleichen Bedingungen [a]p = —222° fan- 
den. Das Präparat enthielt also etwa 1,5% der rechtsdrehenden 
Form. 

Die spezifische Drehung von Cystin, in Normalsalzsäure 
gelöst, ist von der Konzentration ziemlich unabhängig. 0,067 g, 
mit Normalsalzsäure auf 100 ccm aufgelöst, ergaben im 2-Dezi- 
meterrohr ein ou = —0,29°, woraus sich [&]p = —216° berech- 
net. Eine derartige Lösung ist etwa 3. 10 7 normal. 

Zur Herstellung der Versuchslösungen wurde Cystin fein 
gepulvert, mit der 1000fachen Menge Wasser gekocht, heiß von 
wenig ungelöstem filtriert, abgekühlt und in einem Teil der so 
erhaltenen übersättigten Lösung (für aktives Cystin wird eine 
Löslichkeit von 1: 9000 bei Zimmertemperatur angegeben) nach 
Zugabe von 10% 10Ofach Normalsalzsäure der Cystingehalt polari- 
metrisch, unter Einsetzung des Wertes [x]p = —216°, ermittelt. 
Der Rest der Lösung wurde dann, gegebenenfalls nach passen- 
der Verdünnung, zum Versuch verwendet. 

3. Das Cystein wurde nach der Vorschrift von E. Fried- 
mann?) aus Cystin durch Reduktion mit Zinn und Salzsäure als 
Chlorhydrat dargestellt. 0,0424 g, in 96 proz. Alkohol gelöst und 
nach Klason und Carlson?) titriert, verbrauchten die berech- 
nete Menge von 2,7 ccm 1/io-Jodlösung. | 

4. Sauerstoffverbrauch und Kohlensäurebildung 
wurden nach früher beschriebenen Methoden bestimmt, indem 
die Kohlesuspensionen mit relativ großen Gasmengen in ver- 
schlossenen Gefäßen im Thermostaten geschüttelt und die ent- 
stehenden und verschwindenden Gasmengen aus den Druck- 
änderungen berechnet wurden, die angeschlossene Haldane- 
Barcroftsche Blutgasmanometer zeigten. (Form der Gefäße, 
diese Zeitschr. 110, 72. 1920; Formeln zur Berechnung des Gas- 
wechsels ebenda, Seite 73 und am Kopf des Abschnittes IX.) Die 
Druckänderungen, die hierbei auftraten, waren, je nach der ver- 
wandten Cystinmenge, einige hundert bis einige tausend Milli- 

1) Z. f. physiol. Chemie 45, 405. 1905. 


2) Hofmeisters Beiträge 4, 504. 1904. 
3) Chemisches Centralblatt 1906, S. 1090. 








Oxydation des Cystins und anderer Aminosäuren an Blutkohle. 261 


meter der Brodieschen Manometerflüssigkeit (von der 10 000 mm 
= 760 mm Hg). 

Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlen- 
säurebildung aus den Druckänderungen setzt voraus, daß außer 
Sauerstoff und Kohlensäure Gase weder verschwinden, noch 
entstehen. Da an die Möglichkeit gedacht werden mußte, daß 
Kohlenoxyd bei der Cystinoxydation gebildet werde, wurde eine 
gasanalytische Kontrolle gemacht. Durch einen beiderseitig mit 
Schwanzhähnen verschließbaren Rezipienten, der zur Hälfte mit 
cystinhaltiger Kohlesuspension gefüllt war, wurde zunächst 
30 Minuten lang elektrolytisch entwickelter Sauerstoff, der ein 
mit Kupferoxyd beschicktes glühendes Quarzrohr passiert hatte, 
durchgeleitet. Dann wurden die Hähne geschlossen, eine passende 
Zeit im Thermostaten geschüttelt, und hierauf ein Teil der Gase 
in den Haldaneschen Analysenapparat eingesaugt. Es zeigte 
sich nach Absorption durch Kalilauge und Hydrosulfit, daß der 
Gasrest nicht merklich zugenommen hatte (Anhang Nr. 1), also 
andre Gase neben Kohlensäure nicht entstanden waren. 

Eine zweite Kontrolle betraf die Frage, wieweit das Ad- 
sorptionsvermögen der Kohle für Kohlensäure. die Resultate be- 
einflusse. Beschickt man 2 Gefäße von je 30 ccm Inhalt mit je 
10 ccm einer !/,.0 molaren Natriumcarbonatlösung, gibt in das 
eine außerdem 0,2g Kohle, verschließt mit den Manometern, 
schüttelt zunächst im Thermostaten, bis Temperatur- und Druck- 
gleichgewicht eingetreten ist und kippt nun, ohne zu öffnen, aus 
einem Einsatz je Leem "/,„Salzsäu:e in die Carbonatlösung, 
so wird aus der kohlehaltigen Flüssigkeit eine um etwa 10% 
kleinere Kohlensäuremenge an den Gasraum abgegeben als aus 
der kohlefreien Flüssigkeit. In dieser Größenordnung liegen 
die Fehler bei der Kohlensäurebestimmung; die aus den 'Druck- 
änderungen berechnete Kohlensäurebildung wird um etwa 10% 
zu klein gefunden. Der an sich nicht unbedeutende Fehler stört 
jedoch die Beurteilung des Oxydationsverlaufes nicht wesentlich. 

Ähnliche Schwierigkeiten bestehen für die Ammoniak- und 
Schwefelsäurebestimmung. Die Mengen an Reaktionsprodukten, 
die wir bei Kohleversuchen messen, sind in diesem Sinn allgemein 
Minimalzahlen. | 
| 5. Zur Bestimmung des Ammoniaks wurde eine cystin- 
haltige Kohlesuspension eine passende Zeit mit Sauerstoff bei 
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40° geschüttelt, dann auf 10 ccm 1 ccm ?R/, "Salzsäure zugegeben, 
filtriert und mit ?/,00-Salzsäure bis zum Verschwinden der 
Ammoniakreaktion gewaschen. Aus einem aliquoten Teil der 
vereinigten Filtrate wurde nach Zugabe von "le Volumen 
lOproz. Kaliumcarbonatlösung mittels eines Luftstroms!) das 
Ammoniak ausgetrieben, in ”/ -Salzsäure aufgefangen und die 
übergegangene Ammoniakmenge in bekannter Weise colorime- 
trisch ermittelt. 

Vielleicht würden etwas größere Ammoniakniengen erhalten 
worden sein, wenn wir die Kohle mit Salzsäure ausgekocht hätten; 
doch war die Anwendung höherer Temperaturen aus naheliegen- 
den Gründen zu vermeiden. | 

6. Zur Bestimmung der Schwefelsäure wurde durch eine 
cystinhaltige Kohlesuspension bei 40° eine passende Zeit Sauer- 
stoff geleitet, dann filtriert, die Kohle 2mal mit einer größeren 
Menge Wasser angerieben und filtriert, die neutral reagierende 
Flüssigkeit auf dem Wasserbade eingeengt, nach Zusatz von Salz- 
säure mit Bariumchlorid gefällt und das Bariumsulfat gewogen. 


II. Bindung des Cystins an Kohle. 
Abderhalden und Fodor?) haben gezeigt, daß Amino- 


säuren von Blutkohle gebunden werden; zwischen der von der 
Kohle gebundenen Menge und der Konzentration in der Lösung 
besteht bei kleinen Aminosäurekonzentrationen einfache Pro- 
portionalität. i 

Leider sehen wir zunächst keinen Weg, die Bindung des Cystins 
an Kohle bei verschiedenen Konzentrationen in befriedigender 
Weise zu messen. Die Schwierigkeit liegt einerseits in der Unbe- 
ständigkeit des von der Kohle aufgenommenen Cystins, andererseits 
in der Schwerlöslichkeit dieser Aminosäure. Schüttelt man Cystin- 
lösungen mit Kohle, so enthalten die klaren Filtrate stets Kohle in 
feiner Verteilung, die sich vollständig nur durch Eindampfen bis zur 
Trockene entfernen läßt; hierbei wird das Cystin weiter zersetzt. 
Dampft man nicht ein, so sind die Lösungen zur polarimetrischen 
Bestimmung zu verdünnt, während Stickstoffbestimmungen 
durch den in der Kohle enthaltenen Stickstoff fehlerhaft werden. 


—. 





1) Methode von Folin, H. 37, 161. 1902/03 und Abderhalden, 
Biochein. Arbeitsmethode 7, 715. 1913. 
2) Zeitschr. f. Fermentforschung 2, 74. 1917 u. 2, 151. 1918. 
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Unter diesen Verhältnissen konnte die Bindung des Cystins 
an Kohle nur für eine Konzentration ermittelt werden, indem 
zu einer gesättigten Cystinlösung (Löslichkeitsbestimmung Ab- 
schnitt IX, Nr. 2) soviel Kohle zugegeben wurde, daß die polari- 
metrische Bestimmung im Filtrat, nach erfolgter Adsorption, noch 
eben mit einiger Genauigkeit (auf 10%) möglich war. Es wurde 
so gefunden, daß 1 g Kohle, im Gleichgewicht mit einer 
0,58. 107? molaren Cystinlösung, 0,083 Millimole Cystin enthält. 
(Abschnitt IX, Nr. 3.) 

Anschaulicher kann das Resultat der Adsorptionsmessung 
so ausgedrückt werden: Gibt man zu 100 ccm einer 0,034% igen 
Cystinlösung 1 g Kohle, so verschwindet infolge der Adsorption 
etwa 60%, der Aminosäure aus der Lösung. 


III. Oxydation des Cystins an Kohle. 


l. Schüttelt man wässerige Cystinlösungen in neutraler, 
saurer oder alkalischer Lösung bei 40° mit Sauerstoff von Atmo- 
sphärendruck, so wird kein Sauerstoff aufgenommen; auch nach 
Zusatz von Metallsalzen, die in anderen Fällen als Sauerstoff- 
überträger wirken, beispielsweise von Eisensalzen, ist Cystin 
unter den genannten Bedingungen beständig. 

Schüttelt man wässerige Kohlesuspensionen bei 40 ° mit Sauer- 
stoff von Atmosphärendruck, so wird kein Sauerstoff aufgenommen. 

Dagegen absorbieren wässdrige Cystinlösungen, in denen 
Kohle suspendiert ist, Sauerstoff mit großer Geschwindigkeit. 

2. Verbrennt Cystin!) zu Kohlensäure, Wasser, Ammoniak 
und Schwefelsäure, nach der Gleichung 

CH,—S—S—-CH;, i 
CHNH, men, + 8,5 0; D COs + 3 HA) + 2 NH, + 250, , 


| 
COOH 600H 
(Molekulargewicht 240) 


so werden 8,5 Moleküle Sauerstoff verbraucht, während 6 Mole- 
küle Kohlensäure, 2 Moleküle Ammoniak und 2 Moleküle Schwe- 





felsäure entstehen. Der Quotient EE 


O ist für diesen Vorgang 
gleich 0,71. S 


1) Konstitution des Cystins vgl. C. Neuberg, Ber. d Deutsch. chem. 
Ges. 35, 3161. 1902; E. Friedmann, Hofmeisters Beiträge 3, 1. 1902; 
Erlenmeyer, Ber.d. Deutsch. chem. Ges. 36, 2720. 1903; E. Fischer 
u. Raske, Ber. d Deutsch. chem. Ges. 41. 893. 1908. 
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3. Von den zahlreichen Versuchen, die wir mit verschiedenen 
Kohlepräparaten, wechselnden Kohlemengen und Cystinkonzen- 
trationen ausgeführt haben, sei zunächst folgendes Beispiel 
näher beschrieben: 

In 4 Meßgefäße von ungefähr (genaueres Anhang Nr. 4) 
30 ccm Inhalt wurden je 2ccm einer übersättigten Cystinlösung, 
die in 2ccm 1,97 mg Substanz enthielten, sowie je 40 mg Merk- 
scher Blutkohle eingefüllt. Nachdem der Einsatz der Meßgefäße 
zur Absorption etwa gebildeter Kohlensäure mit je 1 ccm 5 proz. 
Kalilauge beschickt war, wurde mit den Manometern verbunden, 
die Gasräume mit verschiedenen Sauerstoff-Stickstoffmischungen 
gefüllt und bei 40° mit der Kohlesuspension ins Gleichgewicht 
gebracht. Die Gasmischungen enthielten 97, 63, 20,9 und 5,1% 
Sauerstoff; der Gesamtdruck bei Schluß der Hähne war 760 mm 
Hg, woraus sich, unter Berücksichtigung der Wasserdampf- 
tension, Sauerstoffpartialdrucke von 684, 444, 147 und 36 mm Hg 
berechnen (Sauerstoffkonzentrationen von 0,92 - 1075, 0,6: 1073, 
0,2. 1078 und 0,049. 10°”? Molen pro Liter Flüssigkeit). Der 
Sauerstoffvorrat in den drei Gefäßen mit höheren Sauerstoff- 
drucken war bei dieser Anordnung so groß, daß die Sauerstoff- 
konzentration bis zur Beendigung der Oxydation als konstant 
betrachtet werden konnte; das gleiche gilt nicht für das vierte 
Gefäß, für das deshalb nur die Anfangsgeschwindigkeit der 
Sauerstoffaufnahme gemessen wurde. 

Die Druckänderungen, die beim Schütteln der Gefäße auf- 
traten, sind in Tabelle I (in Millimetern Brodiescher Flüssigkeit) 
verzeichnet, daneben die unter Berücksichtigung der Volumina 
berechneten Sauerstoffaufnahmen in Kubikmillimetern. Hierbei 
entsprach einem Millimeter Druckabnahme durchschnittlich 
ein Sauerstoffverbrauch von 2,4cmm Sauerstoff. Die Kurve 
Abb. 1 ist eine graphische Wiedergabe desselben Versuchs, die 
Abscissen bedeuten die Minuten nach Schluß der Hähne, die 
ÖOrdinaten die nach t Minuten verbrauchten Sauerstoffmengen 
in Kubikmillimetern. si 

4. Sehen wir zunächst von dem zeitlichen Verlauf der Sauer- 
stoffaufnahme ab und betrachten die Endwerte, die sich durch 
Extrapolation aus den Kurven ergeben. Für totale Verbrennung 
von 1,97 mg Cystin berechnet sich ein Sauerstoffverbrauch 
von 1563 cmm. Demgegenüber werden tatsächlich verbraucht: 
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Bei einem Sauerstoffdruck von mm Hg cmm Sauerstoff 
684 580 
444 560 
147 476 


Die Verbrennung ist also unvollständig, um so unvollständi- 
ger, je niedriger der Sauerstoffdruck. Steigt der Sauerstoffdruck 
von 147 auf 684 mm Hg, so steigt der Endwert der Sauerstoffauf- 
nahme von 31% auf 38% der für totale Verbrennung berechneten. 


Tabelle I. 
1,97 mg Cystin, 40 mg Kohle, 2ccm H,O. 40°. 






O,-Druck 684 mm Hg | O,-Druck 444 mm Hg | O,-Druck 147 mm Hg | O,-Druck 88 mm Hg 












Zeit | Beobach- | Sauer- | Beobach- | Sauer- | Beobach- | Sauer- | Beobach- | Sauer- 
(Minu- | tete Druck- | stoffver- | tete Druck- | stoffver- | tete Druck- | stoffver- |tete Druck- | stoffver- 
ten) || änderung | brauch | änderung | brauch | änderung | brauch | änderung | brauch 















| mm cmm e mm Sem 

21 | — 365 | 84 315 | 7% 185 | 45 | -ı05 | 26 

36 | — 57 131 50 | 120 31 5 | -17 41 
76. — 975 | 224 87 | 208 ei | .148 
98 | -116 ` | 267 | -104 | 249 |- 75 182 
305 | - 93 | 225 


330 | —216 497 | — 200,5 
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Abb. 1. 1,94 mg Cystin, 40 mg Kohle, 2 ccm Wasser. 40°. I.: O,-Partialdruck 88 mm Hg; 
IL: O,-Partialdruck 147 mm Hg; IL: O,-Partialdruck 444 mm Hg IV.: O,-Partialdruck 
684 mm Hg. 
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Ist die Sauerstoffaufnahme beendigt, so läßt sich kein un- 
verändertes Cystin mehr nachweisen, weder polarimetrisch, noch 
durch die Mörnersche Schwefelbleireaktion. — Die Geschwindig- 
keit der Sauerstoffaufnahme steigt nahezu auf ihren Anfangswert, 
wenn nach Stillstand der Oxydation die Cystinkonzentration 
durch Zugabe neuer Substanz auf ihren Anfangswert gebracht 
wird. Es scheint also, daß die Reaktionsprodukte nuf wenig 
hemmen. 

5. Betrachten wir weiterhin den zeitlichen Verlauf der 
Oxydation, indem wir die Annahme zugrunde legen, daß sie, 
wenn auch unvollständig, so doch bei einem bestimmten Sauer- 
stoffdruck in jedem Augenblick gleichartig ist. Wir dürfen dann 
die nach t Minuten oxydierte Cystinmenge z dem nach t Minuten 
verbrauchten Sauerstoff, die Anfangsmenge an Cystin A dem nach 
unendlicher Zeit verbrauchten Sauerstoff proportional setzen. 


Tun wir das, so findet sich, daß der Ausdruck $ In 4 2 z 


konstant ist (Tabelle II); und zwar ist die Konstanz besonders 
befriedigend für den Sauerstoffdruck von 147 mm Hg. 


nahezu 

















Tabelle I. 
EE 
| 1, A 
j T ln- SE 10° 
(Minuten) , O,-Druck | O,Druck | O,-Druck 
` 684mm Hg | 444mm Hg | 147mm Hg 
o ` 74 | 6,9 | 47 
ap | 7,1 6,7 | 48 
ap 67 | 64 ! 49 
6 6,7 ` 6,2 : 4,9 
08 6,2 6,0 | 4,9 
130 58 60 | 49 
168 5,8 | 5,8 4,7 
210 DR ` 5,8 4,8 
250 58. 5,8 4,9 
20 |. 8 58, 50 
330 6,0 6,0 5,1 
370 | 5,8 6,0 5,2 gj 
410 | [5,8] | [6,4] | [6,0] 
Mittel:62 | 61 49 
2 1 A 
Die Konstanz des Ausdrucks Se In A bedeutet, daß 
—x 


die verschwindende Cystinmenge der in jedem Augenblick vor- 
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handenen Gesamtmenge an Cystin proportional ist, und zwar 
dr 
i dt 
verschwindet pro Minute — da k = ER 
stoffdruck von 684 mm Hg 0,62%, bei einem Sauerstoffdruck 
von 444 mm Hg 0,61% und bei einem Sauerstoffdruck von 147 mm 
Hg 0,49%, der jeweils vorhandenen Cystinmenge. 
Bei Sauerstoffdrucken über 100 mm Hg und bei 40° war 


— bei einem Sauer- 





3 In 
t 





F = S in allen Versuchen nahezu konstant; doch waren die 
‚Zahlenwerte für die Konstanten in verschiedenen Versuchen, 
je nach den benutzten Kohlenpräparaten, unter sonst gleichen Be- 
dingungen verschieden; bei einem konstanten Sauerstoffdruck von 
700 mm Hg lagen sie zwischen 5-10"? und LL, 1077 (vgl. auch 
Nr. 7 dieses Abschnittes und Abschnitt V). 

Die Tatsache, daß die Geschwindigkeit der Reaktion der 
jeweils vorhandenen Cystinmenge proportional ist, besagt, worauf 
besonders hingewiesen sei, nichts über den Mechanismus des Vor- 
gangs; sie ist sowohl mit der Annahme verträglich, daß der Fort- 
schritt der Reaktion durch monomolekularen Zerfall des Cystins 
in einer homogenen Adsorptionsschicht bestimmt wird, als auch 
mit der Annahmet), daß die Diffusion des Cystins durch eine 
adhärierende oder Adsorptionsschicht für den zeitlichen Verlauf 
maßgebend ist. 

6. Weniger übersichtlich ist die Beziehung zum Sauer- 
stoffdruck, der nach dem vorhergehenden auf zweierlei Art 


wirkt: einerseits wachsen die Werte für S In 7 A Sg andererseits 


die Endwerte mit wachsendem Sauerstoffdruck. Es ändert sich 
also nicht nur die Geschwindigkeit der Cystinzerstörung, sondern 
auch der Reaktionsmodus. Eine einfache Beziehung ist hier 
nicht zu erwarten. 

Der Einfluß des Sauerstoffdrucks tritt mehr hervor, wenn 
man nicht die Geschwindigkeitskonstanten, sondern einfach die 
Sauerstoffaufnahmen für gleiche Zeiten und gleiche Cystin- 
mengen bei verschiedenen Sauerstoffdrucken vergleicht. Ent- 
nimmt man aus Abb. 1 die nach 21 Minuten verbrauchten 


1) Vgl. Kinetik heterogener Reaktionen bei Nernst, Theor. Chemie. 
Stuttgart 1913. 8. 610. 


268 


O. Warburg und E. Negelein: 


Sauerstoffmengen — die Cystinmenge kann nach dieser Zeit 


als unverändert betrachtet werden 
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Ahb. 2. 1,94 mg Cystin, 40 mg Kohle, 2 ccm Wasser. 40°. 


— trägt sie als Ordi- 


naten auf, die zu- 
gehörigen Sauerstoff- 
drucke als Abszissen, 
so erhält man das Bild 
der Abb. 2. 
7.AlszweitesBei- 
spiel sei ein Versuch 
mit einem anderen Prä- 
parat gleichfalls Merck- 
scher Blutkohle. ange- 
führt (Tabelle III, An- 
hang Nr. 5), mit gleichen 
Cystin- und Kohle- 
konzentrationen, jedoch 
der öfachen absoluten 


Menge an allen Stoffen. Der Verlauf entspricht dem des ersten 


Beispiels. 
Tabelle III. 


9,7 mg Cystin, 200 mg Kohle, 10ccm H,O. 40°. 
Sauerstoffdruck 700 mm ee cn. 








Beobachtete 
t Druck- Sauerstoff- 
(Minuten) || veränderung | Verbrauch 
mm 

19 |  — 184 au l T 
40 | — 377 637 
68 — 577 975 
104 Oe 167 1296 
152 — 068 1636 
212 | — 1157 1955 
292 | 1336 2258 
359 — 1447 2445 
421 | — 1531 2587 
451 — 1565 2645 
512 — 1622 2741 
594 — 1684 2846 
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Mittel: 5,6 


8. Mit Hinblick auf den Gedankengang, der dieser Arbeit 
zugrunde liegt, wollen wir schließlich fragen, wie groß die Wirksam- 


d 
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keit der Kohle als Oxydationskatalysator im Vergleich zur Wirk- 
samkeit lebenden Gewebes ist. Barcroft und Shore!) fanden 
für die Säugetierleber — eines der am stärksten atmenden Warm- 
blüterorgane — im lebenden Tier eine Sauerstoffaufnahme von 
1,5— 15ccm pro Stunde, bezogen auf 1g Trockensubstanz, im Mittel 
also etwa 8ccm pro Stunde. Aus Tabelle I entnehmen wir, daß bei 
einem Sauerstoffdruck von 700 mm Hg von 40 mg Kohle bei Körper- 
temperatur in den ersten 21 Minuten 84 cmm Sauerstoff aufge- 
nommen werden, das heißt von 1 g Kohle pro Stunde 6,3 ccm. 
Die Anfangskonzentration des Cystins in der Lösung betrug 
hierbei 1,7. 10°3 Mole pro Liter. Wir können also sagen, daß 
Kohle, im Gleichgewicht mit einer LX. IO 7 molaren Cystin- 
lösung, als Oxydationskatalysator die Wirksamkeit von lebendem 
Lebergewebe fast erreicht. 


IV. Endprodukte der Cystinoxydation. 


1,2g Cystin wurden feingepulvert mit 1200 ccm Wasser 
einige Zeit gekocht, heiß von wenig Ungelöstem abfiltriert und 
nach dem Abkühlen der Cystingehalt der übersättigten Lösung 
polarimetrisch ermittelt, der sich zu 97 mg auf 100 ccm ergab. 
Dann wurde zu je 100 ccm der (übersättigten) Lösung 2 g Merck- 
scher Blutkohle gegeben und Sauerstoffverbrauch und Endpro- 
dukte für eine Versuchszeit von 6 Stunden in passenden Mengen 
der Suspension bestimmt. 

1. Schwefelsäure. Durch 1000 ccm Suspension, die 970 mg 
Cystin enthielten, wurde 6 Stunden lang bei 40° eine Gasmischung 
von 97%, Sauerstoff und 3%, Stickstoff geleitet. Das Filtrat der 
Kohle gab nach dieser Zeit mit Bariumchlorid in salzsaurer Lö- 
sung eine starke Fällung. Filtrate und Waschwässer wurden, 
wie in I beschrieben, verarbeitet. Erhalten 0,2120 g Bariumsul- 
fat, berechnet für totale Verbrennung 1,88 g Bariumsulfat. Es 
war also 11%, des Cystinschwefels als Schwefelsäure erschienen. 

Zur Kontrolle wurde durch eine gleiche Menge wässeriger 
cystinfreier Kohlensuspension bei 40° 16 Stunden lang die 
gleiche Gasmischung durchgeleitet; die vereinigten, auf 200 ccm 
eingedampften Filtrate und Waschwässer zeigten mit Barium- 
chlorid erst nach längerem Stehen eine eben merkliche Trübung. 


1) Journ. of physiol. 45, 296. 1912. 
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Kohle gibt also unter den Bedingungen unserer Anordnung keine 
in Betracht kommenden Schwefelsäuremengen ab. 

2. Ammoniak. 10ccm Suspension, die 9,7 mg Cystin 
enthielten, wurden bei 40° 6 Stunden lang mit einer Gasmischung 
geschüttelt, die 97%, Sauerstoff und 3% Stickstoff enthielt. Dann 
wurde Leem ?%/,0-Salzsäure zugegeben, filtriert, mit N/,0 
Salzsäure gewaschen, Filtrat und Waschwasser vereinigt und das 
Ammoniak nach Folin bestimmt. Erhalten 0,4 mg Ammoniak, 
berechnet für totale Verbrennung 1,4 mg Ammoniak. Es war 
also 29%, des Cystinstickstoffs als Ammoniak erschienen. 

Zur Kontrolle wurde ein zweiter Versuch angestellt, in dem 
statt Cystinlösung destilliertes Wasser 6 Stunden bei 40° mit 
Sauerstoff und Kohle geschüttelt und dann weiter wie oben ver- 
fahren wurde. Erhalten 0,002 mg Ammoniak. Diese Kontrolle, 
in die auch der Ammoniakgehalt der Reagenzien eingeht, zeigt, 
daß die Kohle unter unseren Versuchsbedingungen keine in 
Betracht kommenden Ammoniakmengen abgibt. 

Sowohl die Schwefelsäure- als auch die Ammoniakbildung 
aus Cystin unter dem Einfluß von Kohle läßt sich bequem im 
Lauf eines mehrstündigen Kurses zeigen. Leitet man durch Re- 
agenzröhrchen, die 10 ccm einer 0,1l proz. (übersättigten) Cystin- 
lösung und 0,2g Kohle enthalten, unter Erwärmung auf 40° 
Sauerstoff, so geben die Filtrate schon nach kurzer Zeit kräftige 
Schwefelsäure- und Ammoniakreaktion. Bemerkt sei, daß Nesslers 
Reagens, direkt zu den Filtraten zugesetzt, erst richtige 
Resultate gibt, wenn das Cystin praktisch völlig aus der Lösung 
verschwunden ist. 

3. Sauerstoffverbrauch und Kohlensäurebildung. 
In zwei ungefähr gleich große Meßgefäße wurden je 10 ccm der 
Suspension, die je 9,7 mg Cystin enthielten, eingefüllt; in den 
Einsatz des ersten Gefäßes außerdem 1,5 ccm 5proz. Kalilauge. 
Der Einsatz des zweiten Gefäßes blieb leer. Dann wurde mit 
den Manometern verbunden und.bei 40° mit einer Mischung 
von 97%, Sauerstoff und 3%, Stickstoff gesättigt. Beim Schütteln 
zeigte das Manometer des ersten Gefäßes die Änderung des 
Sauerstoffpartialdrucks an, das Manometer des zweiten Gefäßes 
die Summe der Sauerstoff- und Kohlensäuredruckänderungen. 
Nach 6 Stunden betrug die Druckänderung im ersten Gefäß 
— 1447 mm, im zweiten Gefäß —901 mm Brodiescher Flüssigkeit. 
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Daraus berechne sich, unter Berücksichtigung der Gefäßvolu- 
mina und der Absorptionskoeffizienten der Gase (vgl. Anhang 
Nr. 6), ein Sauerstoffverbrauch von 2445 cmm und eine Kohlen- 
säureproduktion von 1037 cmm. Bei totaler Verbrennung des 
Cystins müßten 7690 cmm Sauerstoff verschwunden und 5150 cmm 
Kohlensäure erschienen sein. Nach 6 Stunden war also 32%, 
der berechneten Sauerstoffmenge verbraucht und 20%, der be- 
rechneten Kohlensäuremenge erschienen. 

Zur Kontrolle wurde ein zweiter Versuch angestellt, in dem 
an Stelle der Cystinlösung destilliertes Wasser 6 Stunden mit 
0,2g Kohle und Sauerstoff geschüttelt wurde. Hierbei wurden 
an den Manometern beider Meßgefäße Druckänderungen nicht 
beobachtet. Eine wässerige Kohlesuspension verbraucht also 
unter unseren Versuchsbedingungen weder Sauerstoff noch gibt 
sie Kohlensäure ab. 

Eine zweite Kontrolle betraf die Frage, ob etwa durch die 
bei der Cystinoxydation entstehende Säure Kohlensäure aus der 
Kohle freigemacht werde. Zur Entscheidung wurden 2 Meß- 
gefäße mit je 10 ccm einer 2proz. wässerigen Kohlesuspension 
beschickt, die Einsätze mit je l ccm "/, „Salzsäure gefüllt, dann 
mit den Manometern verbunden und bei 40° mit Sauerstoff von 
Atmosphärendruck gesättigt. Hierauf wurden die Hähne ge- 
schlossen und die Salzsäure des einen Meßgefäßes alsbald in die 
Kohlesuspension eingekippt. Hierbei entstand ein positiver 
Druck von 3 mm Brodie. Das zweite Gefäß wurde zunächst 
6 Stunden bei 40° mit Sauerstoff geschüttelt und dann wie das 
erste behandelt. Diesmal wurde beim Einkippen der Salzsäure 
keine Druckänderung beobachtet. Enthält also die Kohle ge- 
bundene Kohlensäure, so sind diese Mengen so klein, daß sie gegen 
die großen Ausschläge von hunderten von Millimetern, die bei dem 
Cystinversuch beobachtet werden, nicht in Betracht kommen. 

4. Stellen wir das Ergebnis unseres Versuchs zusammen, 
so ergibt sich: 


Gefunden in % der für totale Verbrennung 
berechneten Menge 


Sauerstoffverbrauch . . . . 22 2220. 32% 
Kohlensäurebildung . . . .. 2.2.2220. 20% 
Ammoniakbildung . . . . . . 222200. 29% 


Schwefelsäurebildung . . . . : . 2. 22.2.0. 11% 


` 
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Berücksichtigen wir, daß, wie aus Abb. % hervorgeht, die 
Cystinzerstörung nach 6 Stunden noch nicht völlig beendigt ist, 
und weiterhin, daß die Kohle einen Teil der Reaktionsprodukte 
möglicherweise verfestigt,so kann gleichwohl kein Zweifel bestehen, 
daß die Oxydation des Cystins eine unvollständige ist; ein Schluß, 
der schon nach dem zeitlichen Verlauf der Sauerstoffaufnahme und 
bei Berücksichtigung des Endwertes der Sauerstoffaufnahme fast 
unabweislich war. Auch stehen die Reaktionsprodukte unter sich in 
einem Verhältnis, das die Möglichkeit ausschließt, ein Teil des 
Cystins verbrenne vollständig, ein anderer Teil werde durch die 
Kohle in unveränderter Form unwirksam gemacht. Offenbar ist 
der Reaktionsverlauf ein komplizierterer. 


Es ist ein Mangel dieser Untersuchung, daß wir über den 
Verbleib des Cystins nicht vollständig Rechenschaft ablegen 
können. Trotzdem haben wir geglaubt, uns in dieser Beziehung 
bescheiden zu müssen, da eine Entwirrung des Reaktionsverlaufs 
zweifellos eine schwierige präparative Aufgabe ist, die uns zu- 
weit von unserem eigentlichen Arbeitsgebiet abführen würde. 
Wir halten es jedoch nicht für ausgeschlossen, daß eine nähere 
Untersuchung des oxydativen Abbaues von Aminosäuren mittels 
Kohlein präparativer Hinsicht manches wertvolle Ergebnis zutage 
fördern wird. 


V. Einfluß der Temperatur auf die Cystinoxydation. 


Für diese Versuche wurde mit etwa 0,01 proz., das heißt auch 
bei Zimmertemperatur untersättigten Lösungen gearbeitet. Der 
Sauerstoffdruck war 700 mm Hg und blieb während der Versuche 
praktisch konstant. Da sich der Absorptionskoeffizient des 
Sauerstoffs zwischen den Versuchstemperaturen, 30 und 40°, 
um 13% ändert, so unterscheiden sich um den gleichen Betrag 
auch dieSauerstoffkonzentrationen in dem geprüften Tem- 
peraturintervall. Nach Abb. 1 ist bei hohen Sauerstoffdrucken 
eine derartige Änderung der Sauerstoffkonzentration ohne Ein- 
fluß auf den Verlauf der Oxydation, so daß bei beiden Tempera- 
turen praktisch bei denselben Sauerstoffkonzentrationen gear- 
beitet wurde. 


Über den Fortschritt der Oxydation bei 30 und 40° gibt Ta- 
belle IV und Abb. 3 Aufschluß (Anhang Nr. 7). 
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Tabelle IV. 
0,97 mg Cystin, 200 mg Kohle, 10ccm HO. 
Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 
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Abb. 8. 0,97 mg Cystin, 200 mg Kohle, 10 ccm H,O. Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 


Vergleichen wir zunächst die Zeiten tą und Go, in denen 
gleiche o verbraucht werden, so finden wir (Ta- 


belle V), daß $2 ° etwa gleich 2,5 ist, eine Tatsache, aus der nicht 


geschlossen a darf, daß der ‚Temperaturkoeffizient‘“ zwischen 
30 und 40° gleich 2,5 ist. Wir stoßen nämlich hier auf eine ähnliche 
Erscheinung, wie bei Variierung der Sauerstoffdrucke; die End- 
werte der Sauerstoffaufnahme sind bei verschiedenen Tempe- 
raturen verschieden. Bei 40° kommt die Oxydation zum Still- 
stand, wenn 300 cmm, bei 30°, wenn 230 cmm Sauerstoff auf- 
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genommen sind. Ähnlich also, wie die Oxydation mit steigenden 
Sauerstoffdrucken, so wird sie auch mit steigender Temperatur 
vollständiger. 


Tabelle V. 


Umsatz 








cmm Os 


100 37 | 295 | 242 
150 61,5 | 1505 | 245 
200 | 102 | 250 2.45 


Eine Betrachtung der dritten Stäbe der Tabelle lehrt weiter- 
hin, daß der Ausdruck $ In e = bei 30° einen ausgespro- 


A — 
chenen Gang zeigt. Auch durch Vergleich der 5 In Werte 











A 
A— zx 
also läßt sich nichts sicheres darüber sagen, in welchem Maße 
die Temperatur die Cystinzerstörung beschleunigt. 


VI. Oxydation des Cysteins an Kohle. 


1. Eine wässerige Lösung von Cystein nimmt bei Zimmer- 
temperatur Sauerstoff auf 11: die Oxydation verläuft nach der 
Gleichung: 


CH,SH CH,S— 
COOH COOH 


Pro Mol. Cystein werden hierbei !/, Mol. Sauerstoff verbraucht. 

Die Geschwindigkeit dieses Vorganges ist, wie Mathews 
und Walker!) in einer interessanten Arbeit gezeigt haben, von 
der Wasserstoffionenkonzentration der Lösung abhängig; bei 
schwach alkalischer Reaktion besitzt sie ein ausgeprägtes Maxi- 
mum. 

Es scheint noch nicht festzustehen, ob ganz reine, insbeson- 
dere von jeder Spur Schwermetall befreite Cysteinlösungen sich 
spontan oxydieren; soviel sich aus den Angaben der Literatur 
ersehen läßt, wurden von verschiedenen Autoren unter sonst 


1) E. Baumann, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Ch. 8, 299. 
1883—1884. — Mathews und Walker, Journ. of Biolog. Chem. 6, 21. 
1909. — T. Thunberg, Skandinav. Arch. f. Physiol. 30, 285. 1913. 
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gleichen Bedingungen recht verschiedene. Geschwindigkeiten be- 
obachtet. 

Nach unseren Beobachtungen verläuft der Vorgang im Gebiet 
der Wasserstoffionenkonzentration 10 7 am schnellsten. Wurden 
6,3 mg Cysteinchlorhydrat in 1Occm von Soerensens !) Boratgemisch 
(H+ — 10" 2001 gelöst und mit Luft bei 25° geschüttelt, so wurde 
folgender Gang der Sauerstoffaufnahme beobachtet. 


Tabelle VI. 


6,3 mg Cysteinchlorhydrat, 1Occm Borat- 
lösung. H* = 10°**. 25° Luft. 











Verbrauchter | 1 A 
t — In - 10° 
(Minuten) Sauerstoff t A E 
cmm (x) (4 = 225) 
40 | 60 d 
77 l 108 8,5 
102 | 134 9'0 
150 | 12 | 9,7 
206 | 199 | 10,4 
261 | 215 11,5 
326 | 224 
374 225 | 
431 | 225 


Die Oxydation war also nach 6 Stunden praktisch beendigt; 
nach dieser Zeit waren 225 cmm Sauerstoff aufgenommen, der nach 
vorstehender Gleichung für 6,3 mg Chlorhydrat berechnete Wert. 

Wäre die Geschwindigkeit der Oxydation der in jedem Augen- 
blick vorhandenen Cystinmenge proportional, so müßte, da die 
Wasserstoffionen- und Sauerstoffkonzentration während des 
Versuchs als konstant betrachtet werden können, der Ausdruck 

_ In 2 
't A—rz 
daß das nicht der Fall ist, die betreffenden Werte zeigen eine 
Zunahme mit dem Fortschritt der Reaktion. 

2. Verbrennt Cystein zu Kohlensäure, Wasser, Ammoniak 
und Schwefelsäure nach der Gleichung 


CH,SH 
SE a 3 CO: + NH, + SOs + 2 H30, 
COOH 
1) S. P. L. Soerensen, Ergebnisse der Physiologie 12, 393. 1912. 
18* 


konstant sein. Die dritte Kolumne der Tabelle zeigt, 
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so werden 4,5 Moleküle Sauerstoff verbraucht, während 3 Mole- 
küle Kohlensäure, 1 Molekül Ammoniak und 1 Molekül Schwefel- 


säure entstehen. Der Quotient Ge ist für diesen Vorgang gleich 
0,67. 2 

3. Schüttelt man wässerige Cysteinlösungen, in denen Kohle 
suspendiert ist, bei 40° mit Sauerstoff, so wird etwa 6 mal soviel 
Sauerstoff aufgenommen, als für den Übergang Cystein>Cystin 
nötig ist. Als Endprodukte der Reaktion erscheinen Kohlensäure, 
Ammoniak und Schwefelsäure. 

4. Was den zeitlichen Verlauf der Sauerstoffaufnahme 
anbetrifft (Tabelle VII), so liegen die Verhältnisse. ganz ähnlich 
A 
A — E 
bis zur Beendigung der Sauerstoffaufnahme annähernd konstant, 
allerdings weniger gut als bei den Cystinversuchen (Anhang Nr. 8). 





wie bei der Cystinoxydation. Auch hier ist der Ausdruck = In 


Tabelle VII. 


6,3 mg Cysteinchlorhydrat, 200 mg Kohle, 10 ccm H,O. 
40°. Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 





Beobachtete | \,rhrauchter 








1 A 

t Druck- ee ne 10? 

Sauerstoff E e 
erun 
(Minuten) | änderung PEE 
| mm cmm (x) 

30 — 228 324 8,9 

60 — 396 562 8,9 

90 \ —509 123 8,3 
120 — 590 838 8,1 
150 — 660 937 ° 1,8 
220 — 773 1098 7.4 
310 — 866 1230 7,4 
400 — 935 1328 6,9 

00 1420 


5. Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs und der End- 
produkte wurde eine Lösung, die auf je 100 ccm 63 mg Cystein- 
chlorhydrat und 2 g Kohle enthielt, bei 40° mit einer Gasmischung 
von 97% Sauerstoff und 3% Stickstoff geschüttelt. Die Sauer- 
stoffkonzentration konnte während der ganzen Versuchsdauer 
als konstant betrachtet werden. Die Ablesungen und Messungen 
wurden nach 5—6 Stunden vorgenommen, also zu einer Zeit 
(vgl. Tabelle VII), als die Reaktion schon nahezu beendet war. 
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Sauerstoffverbrauch und Kohlensäurebildung. In 
zwei ungefähr gleich große Meßgefäße (Anhang Nr. 9) wurden je 
10 ccm Suspension, die je 6,3 mg Cysteinchlorhydrat enthielten, 
eingefüllt; in den Einsatz des ersten Gefäßes 1,5 ccm Ö5proz. 
Kalilauge, in den Einsatz des zweiten Gefäßes 1,5ccm Sle 
Salzsäure. Dann wurde mit den Manometern verbunden und bei 
40° mit der genannten Gasmischung gesättigt. Nach 5 Stunden 
betrug die Druckänderung in dem ersten Gefäß — 699 mm Brodie, 
in dem zweiten Gefäß —433 mm Brodie. Daraus berechnet sich, 
unter Berücksichtigung der Gefäßvolumina und der Absorptions- 
koeffizienten der Gase, ein Sauerstoffverbrauch von 1167 emm 
und eine Kohlensäurebildung von 590 cmm. Berechnet für totale 
Verbrennung ist ein Sauerstoffverbrauch von 4040 cmm und eine 
Kohlensäurebildung von 2710 cmm, das heißt, es sind 29%, der 
berechneten Sauerstoffmenge verbraucht und 22%, der berechneten 
CO, 
O: 





Kohlensäuremenge erschienen. Das gefundene Verhältnis 
ist 0,5, das für totale Verbrennung berechnete 0,67. 
Ammoniakbildung. 10ccm der Suspension, die 6,3 mg 
Cysteinchlorhydrat enthielten, wurden mit einem Überschuß der 
genannten Gasmischung 5 Stunden bei 40° geschüttelt. Dann 
wurde l eem R/ Salzsäure zugegeben, filtriert, mit ?/,,-Dalz- 
säure gewaschen und in den vereinigten Filtraten das Ammoniak 
nach Folin bestimmt. Erhalten 0,20 mg Ammoniak, berechnet für 
totale Verbrennung 0,68 mg. Es war also 30%, des Cystein- 
stickstoffs als Ammoniak erschienen. 
Schwefelsäurebildung. 1240 ccm Suspension, die 781 mg 
Cysteinchlorhydrat enthielten, wurden 6 Stunden mit einem 
Überschuß der genannten Gasmischung bei 40° geschüttelt und 
dann weiter wie bei dem entsprechenden Cystinversuch ver- 
fahren. Erhalten 214 mg Bariumsulfat, berechnet für totale Ver- 
brennung 1160 mg. Es war also 18%, des Cysteinschwefels als 
Schwefelsäure erschienen. 
Stellen wir das Resultat unseres Versuchs zusammen, so 
ergibt sich: 
ein Sauerstoffverbrauch von 29%, des für totale Verbrennung 
berechneten, 
eine Kohlensäurebildung von 22%, der für totale Verbrennung 
berechneten, 
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eine Ammoniakbildung von 30%, der für totale Verbrennung 
berechneten, 

eine Schwefelsäurebildung von 18%, der für totale Verbrennung 
berechneten. 


VII. Oxydation des Tyrosins an Kohle. 

Verbrennt Tyrosin vollständig zu Kohlensäure, Wasser und 
Ammoniak, so werden pro Molekül Aminosäure 9,5 Moleküle 
Sauerstoff aufgenommen und 9 Moleküle Kohlensäure gebildet. 
Das Verhältnis S * ist hierbei gleich 0,95. 

i | 

Auch Tyrosin ist an Kohle gegenüber Sauerstoff unbeständig.. 
CO, 
; O, 
jedoch nicht 0,95, wie bei totaler Verbrennung, sondern 0,55. Es 
scheint also, daß Tyrosin ebenso wie die schwefelhaltigen Amino- 
säuren an Kohle unvollständig oxydiert wird. 

Wir haben diesen Fall nicht genauer untersucht. Von 3 Ver- 
suchen, die wir ausführten, sei folgender mitgeteilt: 0,2 g natür- 
liches, aus Seide hergestelltes Tyrosin wurde in 200 ccm heißen 
Wassers gelöst und zu der abgekühlten Flüssigkeit, ehe sich Amino- 
säure ausschied, 4 g Kohle gegeben. Je 10 ccm der so herge- 
stellten Suspension wurden in 2 Meßgefäße eingefüllt; in den Ein- 
satz des ersten Gefäßes außerdem 1,5 ccm proz. Kalilauge. 
Dann wurde mit den Manometern verbunden und bei 40° mit 
einer Gasmischung von 97%, Sauerstoff und 3%, Stickstoff ge- 
sättigt. Beim Schütteln der Gefäße wurden die in Tabelle VIII 
verzeichneten Druckänderungen beobachtet (Anhang Nr. 10). 





Bei der Oxydation entsteht Kohlensäure; das Verhältnis ist 





Tabelle VIII. 10 mg Tyrosin, 0,2 g Kohle, 
10 cem H,O. 40°. Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 
















































Sauerstoffverbrauch | Kohlensäurebildung 
Druck- Ver- Druck- | 
(Min.) . änderung | braucht | änderung | 
beobachtet! emm Oe |beobachtet en a 
20 | —40 67 — 218 36, 
60 — 103 172 —53 97 
120 " —215 359 —108 208 
1£0 | —342 571 —173 328 
240 | —459 767 — 235 434 
270 | —-510 852 — 264 476 
300: —555 927 -- 290 b13 
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© È Nach 5 Stunden waren 927 cmm Sauerstoff verbraucht und 
513 cmm Kohlensäure erschienen. Es ist kaum nötig, zu erwäh- 
nen, daß eine wässerige Tyrosinlösung ohne Kohle unter unseren 
Versuchsbedingungen gegenüber Sauerstoff beständig ist. 


VOI. Oxydation des Leueins an Kohle. 
Verbrennt Leucin vollständig nach der Gleichung 
CHNO, + 7,50, = 6 CO, + 5 H0 + NH, ,- 
so werden pro Molekül Leucin 7,5 Moleküle Sauerstoff verbraucht, 
es entstehen 6 Moleküle Kohlensäure und 1 Molekül Ammoniak. 
Das Verhältnis z ? ist hierbei 0,8. 


2 

Während wässerige Leucinlösungen bei 40° gegenüber Sauer- ` 
stoff durchaus beständig sind, wird nach Zugabe von Kohle 
Sauerstoff mit großer Geschwindigkeit aufgenommen. Ebenso 
wie die Oxydation des Cystins, so ist die Oxydation des Leucins 
an Kohle unvollständig; doch geht die Desamidierung weiter, 
indem nach 7 Stunden, wenn die Sauerstoffaufnahme fast beendigt 
ist, 75% des Leucinstickstoffes als Ammoniak gefunden werden. 








Bemerkenswert ist auch, daß das Verhältnis ES hier 0,8 ist, 
2 


das heißt dasselbe wie bei totaler Verbrennung. 
Das verwendete Leucin war natürliches, optisch aktives 
Leucin. 

Über den zeitlichen Verlauf der Oxydation gibt ein in 
Tabelle IX und Abb. 4 wiedergegebener Versuch Aufschluß 
(Anhang Nr. 11). 

Die Sauerstoffaufnahme ist beendigt, wenn 2,4 mg Leucin 
0,63 ccm Sauerstoff aufgenommen haben, das ist 20%, der für 
totale Verbrennung berechneten Menge. 


Der Ausdruck ` In bleibt während der ganzen Dauer 


der Oxydation konstant; die Geschwindigkeit ist also in jedem 
Augenblick der Gesamtmenge an Leucin proportional. Pro 
Minute verschwindet 0,4%, der jeweils vorhandenen Leucin- 
menge. 

Zur Bestimmung der Endprodukte wurde eine Flüssigkeit 
hergestellt, die in 100 ccm 4g Kohle und 24 mg Leucin enthielt. 
In je lO ccm wurden dann Sauerstoffverbrauch, Kohlensäure- 
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und Ammoniakbildung bestimmt, indem 7 Stunden bei40° mit 
einem Überschuß von 97 proz. Sauerstoff geschüttelt wurde. 


Tabelle IX. 
2,4 mg Leucin, 400 mg Kohle, mit H,O auf 10 eem. 
40°. Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 


e m nn m a e i a 











| Beobachtete | hrauchter 1 A 
gi Gë | Bee Sauerstoff 7 In Mer 10° 
(Minuten) g | (A = 630) 
| mm cmm (x) 
20 | 28 49 41 
45 | —66 115 4,6 
80 | -112 195 4,6 
120, 154 268 | 4,6 
165 —194 38 4,6 
227 j —232 ; 404 4,6 
287 —257 A4? 4,4 
347° | —-27 | 482 | 4,1 
407 | 29 am ` A 
oo Ä 630 | 


(arm) 
Š 


SC 
S 


N 
& 





az Verbrauchter Savers 
e 
S 


200 A0 280 320 360 AH W440 


Abb. 4. 24 mg Leucin, 400 mg Kohle, mit H,O auf 10 cem. 40°. 
Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 

l. Sauerstoffverbrauch. In ein Meßgefäß wurden 10 ccm 
der Suspension gegeben, in den Einsatz 1 ccm 5proz. Kalilauge. 
Die Druckänderung nach 410 Minuten betrug —295 mm Brodie. 
Unter Berücksichtigung der Gas- und Flüssigkeitsvolumina (vgl. 
Anhang Nr. 12) berechnet sich daraus ein Sauerstoffverbrauch 
von 5l3 cmm. 
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2. Kohlensäurebildung. In 2 Meßgefäße wurden je 
10 ccm der Suspension gegeben, in die Einsätze je 1l cem pl 
Salzsäure. Nachdem durch Schütteln im Thermostaten Tempe- 
ratur- und Druckgleichgewicht eingetreten war, wurden die Mano- 
meterhähne beider Gefäße geschlossen und nunmehr sofort der 
Inhalt des einen Einsatzes in die Kohlensuspension eingekippt. 
Hierbei trat ein positiver Druck von 33 mm Brodie auf. Unter 
Berücksichtigung der Gas- und Flüssigkeitsräume (vgl. Anhang 
Nr. 12) berechnet sich daraus für den Beginn des Versuchs ein 
Kohlensäuregehalt von 68 cmm. 

Das zweite Meßgefäß wurde 410 Minuten geschüttelt; dann 
wurde, ohne zu öffnen, der Inhalt des Einsatzes in die Kohle- 
suspension eingekippt und wenige Minuten nach dem Einkippen 
der Druck abgelesen, der —89 mm Brodie betrug. Daraus be- 
rechnet sich unter Berücksichtigung der Gas- und Flüssigkeits- 
räume (vgl. Anhang Nr. 12) 476 cmm Kohlensäure, von der die 
zu Beginn des Versuchs vorhandene Menge, 68 cmm, abzuziehen 
ist. Es waren mithin 408cmm Kohlensäure entstanden. 


3. Ammoniakbildung. 10ccm der Suspension wurden 
410 Minuten geschüttelt; dann wurde 1 ccm "/, „Salzsäure zu- 
gegeben, filtriert, mit "/,..-Dalzsäure gewaschen und in den ver- 
einigten Filtraten das Ammoniak bestimmt. Erhalten 0,23 mg 
Ammoniak. 

4. Zusammenstellung des Versuchs. 


— _- m oo... Au Do nn E FIRE E e 


| 
| Berechnet für 


Prozente der 





} 
| 
(Gefunden | 





| totale Ver- Sieg totale S 

I  brennung | Be 
| | berechn. Menge 
Sauerstoffaufnahme . . . 3,1 rem 0,51 ccm | 16,5 
Kohlensäurebildung . j 28 — 04 m | 17 
Ammoniakbildung . ZE 0,31 mg : 0,23 mg ` 74 


Das gefundene Verhältnis ES ist 0,8, die gleiche Zahl be- 
2 


rechnet sich für totale Verbrennung. 


IX. Anhang. 


Aus den Druckänderungen, die an den Manometern beobachtet sind, 
ergeben sich die entstandenen oder verschwundenen Gasmengen nach 
folgenden Formeln (vgl. diese Zeitschr. 110, 71ff. 1920): 
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Sei vy das Volumen der Manometercapillare bis zum Meniskus der Sperr- 
flüssigkeit, vy das Volumen der flüssigen, va das Volumen der am Ausgleich 
beteiligten Gasphase, alles in cmm, T' die Versuchstemperatur in absoluter 
Zählung, a der Absorptionskoeffizient des entstehenden oder verschwinden- 
den Gases in der flüssigen Phase bei 7’ Grad; h die beobachte Druckänderung 
in mm Brodie (10 000 mm = 760 mm Hg), z die enstandene Gasmenge 
in cmm (O° 760 mm Hg), so ist 
Co SE +Vvr& 
ch te LIVE 

Va 10000 ` 
K ist die „Gefäßkonstante“. Druckzunahmen werden positiv, Druckab- 
nahmen negativ gerechnet. Je nach der Natur des entstehenden oder ver- 
schwindenen Gases erhalten wir verschiedene Werte für X, nämlich Ko, 
Koo, USW. 

Entstehen oder verschwinden 2 Gase, so gestaltet sich die Bestimmung 
sehr einfach, wenn ein geeignetes Absorptionsmittel zur Verfügung steht. 
Handelt es sich beispielsweise um Sauerstoff und Kohlensäure, so werden 
2 Meßgefäße mit gleichen Mengen der zu prüfenden Substanzen beschickt. 
In den Einsatz des ersten Meßgefäßes (vgl. Abb. 1 der oben zit. Arbeit S. 72) 
wird 5 proz. Kalilauge zur Absorption der Kohlensäure gegeben. Bezeichnen 
wir alle auf das erste Meßgefäß bezüglichen Größen mit dem Index I, alle 
auf das zweite MeßgefäßB bezüglichen Größen mit dem Index II, so gilt 


Xo, = h' Ko, i (1) 
K! 

zco, = MI Kip, — To, SR ; (2) 
0 


Sind die Gas- und Flüssigkeiteräume für beide Meßgefäße gleich, so geht (2) 
über in 
Teco, = (h" SE h") Koo, S 

Nr. 1. 10 ccm einer 2proz. Kohlesuspension, die 10 mg Cystin ent- 
hielten, wurden in einen Rezipienten von 23,3 ccm Inhalt eingefüllt und 
30 Minuten lang bei 40° mit 99,7 proz.Sauerstoff gesättigt. Hierauf wurden die 
Hähne geschlossen und bei 40° geschüttelt. Barometerstand bei Schluß der 
Hähne 760 mm Hg, vp = 10,va = 13,3. Ko, = 16,8 (vgl. diese Zeitschr. 
110, 71. 1920). | 

Nach 2 Stunden wurde der Rezipient mit dem Meßrohr eines Haldane- 
apparats verbunden und ein Teil der Gasmischung eingesaugt. 

Analyse: Stickstoff im Apparat 1,97 ccm. Gesamvolumen nach Ein- 
saugen der Gasprobe 8,39 ccm. Eingesaugt 6,42 ccm. Nach Absorption 
durch Kalilauge 8,18 ccm. Nach Absorption durch Hydrosulfit 2,00 ccm. 
Gasrest 0,03 ccm. Die Zunahme des Gasrestes um 0,01 ccm lag also innerhalb 
der Fehlergrenzen. 

Nr.2. Löslichkeit des Cystins. 0,2 g Cystin wurden mit 
200 ccm Wasser gekocht, heiß von wenig ungelöstem abfiltriert und das 
Filtrat im Thermostaten bei 40° geschüttelt, wobei sich Aminosäure aus- 
schied. Nach 1, 3 und 6 Stunden wurde eine Probe abfiltriert und der 
Prozentgehalt an Cystin in den Filtraten polarimetrisch bestimmt. 
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Zur polarimetrischen Bestimmung wurde mit Tue Volumen 10-fach 
normal Salzsäure versetzt und a, im 2-Dezimeterrohr gemessen (Fehler 
einer polarimetrischen Bestimmung 0,005°). Setzt man für [x] den Wert 
von — 216° (vgl. Abschnitt I), so berechnet sich die ‚Cystinmenge P, die 
auf 100 ccm Filtrat kommt, zu 

_ An: 100 
[al 2 

or nach einstündigem Schütteln: — 0,20°. 

æ&p nach dreistündigem Schütteln: — 0,14°. 

Gr nach sechsstündigem Schütteln: — 0,14°. 

In Gegenwart des Bodenkörpers hatte sich also nach dreistündigem 
Schütteln das Gleichgewicht eingestellt, die Lösung enthielt dann auf 
100 ccm 0,036 g Cystin. i 

Nr. 8. Bindung des Cystins. Polarimetrische Bestimmungen im 
2-Dezimeterrohr nach Zugabe von Ze Volum 10-fach normal Salzsäure, 
Berechnung von P aus a, nach der Formel in Nr. 2. 

a) Stammlösung. a) = —0,135°. P = 0,034. 

b) 100 ccm Stammlösung mit 1 g Kohle 0,5 Minuten bei 40° ge- 
schüttelt. Filtrat ou = —0,055°. P = 0,014. 

c) 100 ccm Stammlösung mit 1 g Kohle 3 Minuten bei 40° ge- 
schüttelt. Filtrat &, = —0,055°. P = 0,014. 


1 g Kohle hatte also 0,020 g Cystin — 002-1000 





SES 


Millimole = 0,083 


240 
Millimole gebunden; die Gleichgewichtskonzentration in der Lösung 
betrug. = = 0,58 - 10°? Mole pro Liter. 


Nr.4. Glas 1(97% 0,)) gess 3,0 va = 26,3 Ko, = 2,3 

Glas II (63% O0,) vr =30 va = 27,4 Ra = 2,39 

Glas III (20,9% O,) vp = 3,0 va = 27,1 Ko, = 2,42 

Glas III (5,1% Oe gess Al va = 27,8 K,, = 2.43. 
Nr.5. Im Einsatz 1,ö5ccm 5 proz.Kalilauge v„=11,5; va =19,2; Ko, = 1,69. 
Nr.6. Glas I (im Einsatz 1,5 ccm 5 proz. See vy = 1,3; vp = 11,5; 

va = 11,9; Ko, = 1,69. 

Glas II (Einsatz leer) vu = 1,0; 0, = 10,0; vo = 19,8; Keo, = 2,35; 


Kco, 
É. = 1,29. 
Nr. 7. Für 40°: (Im Einsatz 1,5 ccm 5 proz. Kalilauge) vp = 11,5; va = 18,9; 
Ko, = 1,67. 


Für 30°: (Im Einsatz 1,5 ccm proz. Kalilauge) vp = 11,5; 
vo = 19,2; Ko, = 1,69. 
Nr.8. (Im Einsatz 1,5 eem proz. Kalilauge) vp = 11,5; vo = 16; 
Ko, = 1,42. 
Nr. 9. Glas I (im Einsatz 1,5 ccm 5 proz. Kalilauge) o = 1,2; vp = 11,5; 
va = 17,7; Ko, = 1,67. 
Glas II (im Einsatz 1,5 eem !/,on- HCI) tu = 1,3; vr = 11,5; 


Ke 
va = 17,9; Keg = 2,31; "e, - = 1,36. 
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Nr. 10. Glas I (im Einsatz 1,5 ccm 5 proz. Kalilauge) vp = 11,5; vo = 18,9; 
Ko, = 1,67. 
Glas II (Einsatz leer) o, = 1,3; vp = 10; va = 19,4; Koco, = 2,36; 


Kco, _ 
Fe 1,29. 

Nr. 11. Im Einsatz 1,0 ccm 5°, Kalilauge; 
ge = 11,0; va = 19,7; Ko, = 1,74. 

Nr. 12. Sauerstoffverbrauch: Im Einsatz Leem 5%% Kalilauge; 
Ge = 11,0; va = 19,7; Ko, = 1,74. 

Kohlensäurebildung: (in den Einsätzen je 1 ccm Blo HC) 

Erstes Gefäß: vy = 0,9; vp = 11; va = 15,6; Koo, = 2,05. 
Zweites Gefäß: vy = 1,0; vp = 1l; va = 18,7; Keco, =2,831. 

Kco, 

2 1,33. 


Us 
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